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Introducción
La polimerización de tubulina en microtúbulos presenta dos fases: una fase de
retraso, en la que se forma el fragmento inicial del microtúbulo, y una fase más rápida de
elongación. Los microtúbulos polimerizados no son en realidad estructuras estáticas, sino
que se encuentran en estado estacionario creciendo y decreciendo estocásticamente. En esta
situación, conocida como “inestabilidad dinámica”, se consume continuamente energía
suministrada por la hidrólisis del GTP de las subunidades que se van adicionando al
microtúbulo. Los microtúbulos alternan entre fases de crecimiento lento y de
despolimerización rápida (o “catástrofe”). Los ;nlicrotúbulos en fase de catástrofe pueden
volver a la fase de crecimiento en un proceso déhominado de ‘rescate”. La frecuencia de
alternancia entre estas dos fases es diferente en ambos extremos del microtúbulo, siendo
la tasa neta de elongación mayor en el extremo (+).
Los microtúbulos están asociados con proteínas accesorias, como las MAPs
(proteínas asociadas a los microtúbulos), que al parecer regulan su ensamblaje e influyen
sobre las interacciones de los mismos con otros componentes de la célula. Pertenecen a esta
clase de proteínas tanto proteínas motoras (la quinesina o la dineina, por ejemplo), como
proteínas estructurales (MAPLA y B, MAP2, tau). La estabilidad de los microtúbulos
tambien puede verse influida por la presencia de iones como el CC o el Mgt que
estimulan respectivamente la despolimerización y la polimerización. Por su papel
fundamental en la formación del huso mitótico, los microtúbulos son además el blanco de
numerosas drogas antimitóticas. Se conocen un elevado número de drogas que inhiben la
polimerización y provocan la despolimerización de los microtúbulos, como la colchicina
o la vinblastina; otras, como el taxol, inhiben la despolimerización de los microtúbulos.
Uno de los factores determinantes para la estabilidad de los microtúbulos es la
temperatura. Los microtúbulos de los mamíferos homeotermos despolimerizan a
temperaturas por debajo de los 200C. Sin embargo, existen organismos psicrófllos que están
perfectamente adaptados a las bajas temperaturas y esto implica que la población
microtubular debe mantener su estabilidad en estas condiciones de baja temperatura.
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2. ESTABILIDAD DE LOS MICROTÚBULOS A BAJAS TEMPERATURAS
La investigación sobre la estabilidad de la tubulina a bajas temperaturas se inició
en ciertas poblaciones de microtúbulos citoplásmicos de células de mamífero que son
resistentes a la despolimerización a temperaturas cercanas a los 00<2. Brinkley y Cartwright
(1975) y Salnion y Begg (1980) mostraron que lós microtúbulos del cinetocoro en células
en división no despolimerizaban a bajas temperaturas, mientras que si lo hacen los
microtúbulos interfásicos. Jones et al. (1980), en un estudio al microscopio electrónico en
neuronas de rata, encontraron numerosos microtúbulos intactos despues de incubar el tejido
durante lb a 00C. Webb y Wilson (1980) y Margolis y colaboradores (Job e: aL. 1981.
1982; Margolis y Rauch, 1981; Pirollet a aL, 1.983) han realizado comparaciones entre
poblaciones de sistemas microtubulares aisladas de cerebro de rata y de oveja, unas lábiles
y otras estables al frío. Según estos autores, la estabilidad de estas fracciones de
microtúbulos estables en frío, aisladas de mamíferos, se debe a la presencia de
determinadas proteínas de bajo peso molecular asociadas a los microtúbulos.
Sin embargo, la mayor parte de nuestro conocimiento sobre la adaptabilidad al frío
de los microtúbulos proviene de estudios llevados a cabo sobre las tubulinas de peces de
aguas frías, organismos cuya temperatura interna difiere enormemente de la de los
mamíferos (entre -2~C y +20<2).
2.1. DINÁMICA DE LOS MICROTÚBULOS A BAJAS TEMPERATURAS
Se han aislado microtúbulos del bacalao atlántico (Gadus morhua) y de diversos
peces antárticos (principalmente de Notothenia coriiceps neglecra y Notoihenia
gibberifrons) (Williams y Coneja, 1985; Detrich y Overton, 1986, 1988; Detrich y Parker,
1987, 1993). De los estudios realizados sobre el ensamblaje in vía-o de la tubulina
purificada de estos peces, se pueden extraer las siguientes conclusiones: la capacidad para
ensamblar en frío se encuentra en la propia molécula de la tubulina ya que no requiere
5
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proteínas asociadas para ello; la concentración crítica de ensamblaje de las tubulinas de
estos peces a 00<2 es similar a la de las tubulinas de mamíferos a 370<2, si bien a
temperaturas suprafisiológicas (>00<2) la concentración crítica disminuye para el ensamblaje
de las tubulinas de peces antárticos; al igual que los microtúbulos de seres homeotermos,
en caliente, los microtúbulos de peces antárticos a bajas temperaturas iii vitro son
estructuras dinámicas, compatibles con fenómenos de flujo de subunidades de tubulina e
inestabilidad dinámica (Himes y Detrich, 1989; Detrich et al., 1989).
Las tubulinas de peces antárticos se desdoblan por electroforesis en las dos bandas,
de a y 13 tubulina, con semejante movilidad que las de mamíferos. Las principales
diferencias se centran a nivel de la subunidad a. Utilizando técnicas de isoelectroenfoque
y electroforesis bidimensional se observan bandas que no aparecen en las tubulinas de
animales de sangre caliente; destaca la presencia de isoformas de la a tubulina con mayor
caracter básico (con mayor proporción de aminoácidos básicos). Detrich et aL (1986. 1987)
sugieren al menos dos mecanismos moleculares para obtener microtúbulos estables al frío:
un mayor caracter básico de la a tubulina y la presencia de interacciones hidrofóbicas.
Por otro lado, los estudios realizados con tubulina purificada de huevos de las
mismas especies de peces antárticos han demostrado que la capacidad de ensamblaje de
esta tubulina es mayor que la de la tubulina del cerebro (Detrich e: aL, 1992): de hecho la
concentración crítica para la tubulina de los huevos era extremadamente baja, 0,057 mg/ml
a 30<2, frente a un 0,87 mg/ml de la tubulina del cerebro. Estos resultados parecen apoyar
la “hipótesis de la multitubulina” (Fulton y Simpson, 1976) según la cual, los distintos
isotipos de la tubulina difieren en sus propiedades de ensamblaje: se propuso que la
tubulina de los huevos se ensamblaba más eficientemente a causa de una disminución en
la repulsión entre cargas, debido a que esta tubulina es menos ácida respecto a la del
cerebro. Sin embargo, la secuencia de este isotipo de tubulina aún no se conoce.
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2.2. ISOTIPOS DE a Y B TUBULINA
Los isotipos múltiples de a y fi tubulina codificados por diferentes genes, están
ampliamente distribuidos entre los eucariotas (aparecen en muchos animales, plantas,
hongos y protistas). Las diferencias entre los productos de expresión se localizan,
principalmente, en los últimos 15 aminoácidos del extremo carboxi terminal y. en menor
medida, en la región amino terminal, entre las p~siciones 25 y 60.
Su estructura, distribución y función han sido revisadas en varias ocasiones (<2owan
y Dudley, 1983; Cleveland y Sullivan, 1985; Cleveland, 1987; Sullivan, 1988; Little y
Seehaus, 1988; Joshi y Cleveland, 1990; Luduefla, 1993; Gaertig e: aL, 1993; RaU’, 1994;
Luduefla, 1998).
Existe una enorme variabilidad entre isotipos. A veces, dos isotipos en el mismo
organismo pueden diferir entre ellos sólo en una posición, como es el caso de la a tubulina
de los flagelados fotosintéticos Polyiomella y Volvox. En el otro extremo, los dos isotipos
13 de la ameba Reticulomyxa difieren en un 41%. Algunos organismos tienen una única
forma de a pero más de una fonna de fi; en otros se produce el fenómeno a la inversa. El
número de isotipos también es variable, los mamíferos parecen tener seis formas de a y
siete de 13, mientras que la planta Arabidopsis tiene seis de a y nueve de fi.
2.2.1. Significado funcional
Se han descrito tres posibles modelos para explicar el significado funcional de la
existencia de isotipos distintos de la tubulina (Luduefia, 1998).
El modelo 1 considera que los isotipos no tienen un significado funcional. Podría
aplicarse a aquellos isotipos que difieren en sólo una o dos posiciones de manera que,
parece difícil que diferencias tan mínimas puedan tener un significado funcional.
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Un segundo modelo propone que los isotipos podrían no tener una función
específica per se, pero su presencia puede incrementar la capacidad de respuesta de los
organismos a los cambios ambientales. Según este modelo, la existencia de varios isotipos
diferentes supondría una ventaja adaptativa, sin que esto suponga una diferenciación
funcional.
La tercera posibilidad sería la de que distintos isotipos podrían realizar funciones
diferentes. Es decir, los isotipos difieren en ciertas propiedades que pueden modular su
comportamiento y, por lo tanto, su función.
A. Isotipos sin significado funcional <modelo 1)
Todos los isotipos fi de mamíferos, incluyendo el JAVI muy divergente, forman tanto
la red interfásica como el huso mitótico; de forma que no parecen existir diferencias
funcionales inherentes a los distintos isotipos.
En el hongo Aspergillus los isotipos son expresados diferencialmente en las fases
del ciclo celular (crecimiento, esporulación). Sin embargo, en todos los casos las
deficiencias en cualquiera de las distintas isoformas, son compensadas con una mayor
expresión de las otras.
B. Isotipos que son adaptativos pero que no realizan funciones específicas (modelo 2)
Un ejemplo de este modelo se produce en el vegetal Árabidopsis. que tiene seis
genes para la a tubulina y nueve para la fi. La trhnscripción de algunos de los genes 13 es
dependiente de la temperatura. A bajas temperatdtas, disminuye la transcripción de TUB2,
TLJIA3, TUBá y TUBS y la de TUB9 aumenta. TUIA9 parece ser más estable al frío. Por lo
tanto, en Arabídopsis laexpresión diferencial es un mecanismo de adaptación a los cambios
ambientales (Chu e: aL, 1993). Joshi e: aL (1987) también observaron que la presencia de
BVI conferla cierta estabilidad al frío a los microtúbulos.
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El mismo modelo se aplica claramente a los nematodos. En cepas salvajes del
nematodo Haemonchus contortus existen varios isotipos de 13 tubulina, mientras que en
cepas resistentes al benzimidazol solo hay uno. Esto implica que la presencia de cienos
isotipos ayuda a mediar la resistencia frente a factores ambientales adversos.
En líneas celulares tumorales humanas hay un incremento en la expresión de 8111
y JAIVa cuando las células se hacen resistentes a la estramustina. El incremento de ¡III es
mucho menor. El taxol tambien altera la expresión de los isotipos ¡3 de otras líneas
celulares.
En definitiva, la expresión diferencial de los isotipos de tubulina puede contribuir
a desarrollar resistencia frente a las drogas antitubulina en células tumorales, de la misma
manera que, diferencias en la expresión de isotipos, ayuda a nematodos y vegetales a
adaptarse a condiciones ambientales adversas.
C.Isotipos con funciones especializadas (modelo 3)
En células PC-12 de rata se expresan cinco isotipos 13 (81-13V) pero se incorporan
preferencialmente 81, 811 y 81V en sus microtúbulos. De hecho, se ha descrito que 13111
aparece en estas células en forma globular y no parece estar incorporado en los
microtúbulos. Por otra parte, células de la traquea y de retina bovina que expresan ¡311 y
81V, presentan sólo 81V en sus microtúbulos axQnemales.
En Drosophila se han descrito cuatro genes que codifican para la ¡3 tubulina,
definiendose el patrón de expresión de tres de ellos. Uno de los isotipos (82) parece
expresarse específicamente en células germinales, mientras que los otros dos están
implicados en la formación del citoesqueleto en el resto de las células, siendo el 83 la
forma más divergente, y con una función más específica que el 131.
9
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2.3. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LA TUBULINA
La heterogeneidad de la tubulina no es sólo debida a la presencia de isotipos sino
que también pueden aparecer múltiples formas de tubulina por modificaciones
postraduccionales que tienen lugar en el productó:primario del gen.
Se han descrito modificaciones post-traduccionales en tubulinas aisladas de peces
de aguas frías. En concreto, estudios inmunológicos han detectado un alto grado de
acetilación y un predominio de la forma detirosilada en tubulina aislada del cerebro del
bacalao atlántico (Gadus morhua), lo cual se ha relacionado con la característica estabilidad
de sus microtúbulos (Bilíger et aL, 1991). Los microtúbulos de otras tres especies de peces
de aguas frías (Zoarces viviparus, Labrus bergyl:a y Oncorhynchus mykiss) también se han
encontrado acetilados y detirosilados (Modig a al., 1994).
2.3.1. Acetilación
La acetilación de la a tubulina se produce específicamente sobre el grupo E amino
de la Lys 40. Esta modificación tiene el efecto de neutralizar la carga positiva de este
grupo y se ha observado también en las a tubulinas de diversos organismos: vertebrados,
insectos, equinodermos, nematodos, plantas y los protistas Physarum, Trypanosoma,
Chlamydonzonas, Trichomonas y otros (Ludueña, 1998). Los microtúbulos que presentan
tubulina con la Lys modificada son más estables en presencia de drogas antitubulina (Geyp
et aL, 1996). La acetilación es particularmente notable en los microtúbulos axonemales, que
son generalmente estructuras muy estables, aunque otras poblaciones de microtúbulos
también contienen tubulina acetilada (Luduefla, 1998). Se ha caracterizado una a tubulina
acetil transferasa y una tubulina deacetilasa. La acetilación parece ocurrir en la tubulina
después de que ésta es incorporada en los microtúbulos (Ilscherner y Brandt, 1996). Aparte
de incrementar la estabilidad de los microtúbulos, la función precisa de la acetilación no
es aún conocida.
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2.3.2. Tirosilación, detirosilación y tubulina no tirosilable
La a tubulina es susceptible de entrar en un ciclo de eliminación y de readición del
residuo de tirosina en su extremo carboxilo terminal. Este ciclo se produce tanto en los
isotipos de a tubulina que presentan una tirosina en esta posición terminal como en los que
carecen de ella.
La detirosilación se debe a la acción de una tubulina carboxipeptidasa específica.
La enzima actúa tanto sobre la forma polimerizada como sobre el el heterodimero, si bien
es dos o tres veces más activa sobre la primera.
La readición del grupo tirosilo es realizadX poruna tubulina tirosina ligasa que actúa
preferentemente sobre la cc-tubulina soluble, y requiere Al?.
Esta modificación está presente en la tubulina de varios vertebrados, gambas y
tripanosomas (Luduefla, 1998).
La tubulina tirosilada y no tirosilada forma, a menudo, poblaciones de microtúbulos
con diferentes funciones en la misma célula. La, wbulina tirosilada es común en la red
interfásica y en el huso mitótico, mientras que la tubulina no tirosilada aparece en algunos
microtúbulos interfásicos (Gundersen et aL, 1984) y en elementos citoesqueléticos como
cilios, flagelos, centriolos y bandas marginales (Gundersen y Bulinski, 1986; Sherwin et
aL, 1987). Los microtúbulos detirosilados constituyen in vivo, aparentemente, una población
más estable.
* Tubulina no tirosilable
Hay una forma de a tubulina modificada postraduccionalmente en la cual se han
eliminado los dos últimos residuos (Glu45O yTyr45 1). Esta forma de tubulina, denominada
tubulina A2, no es sustrato para la tubulina tirosina ligasa por lo que esta población no
entraría en ciclo de tirosilación-detirosilación (Barra e: aL, 1980; Parturle-Lafanechere et
11
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aL, 1994).
En vertebrados, esta modificación es particularmente frecuente en la tubulina
cerebral. Su distribución en neuronas es distinta de aquella de la tubulina detirosilada
(Paturle-Lafanecher et aL 1994). También se han descrito poblaciones no tirosilables en
cilios y flagelos de erizo (Mar>’ et aL, 1996). Los microtúbulos que contienen tubulina A2
se piensa que son muy estables.
Por el momento se desconocen los mecanismos enzimaticos implicados en esta
modificación postraduccional.
2.3.3. Otras modificaciones postraduccionales de la tubulina
A. Fosforilación
La fosforilación de la ¡3 tubulina se observó, por primera vez, en el cerebro de rata
(Eipper, 1972) en un isotipo que fud identificado, más tarde, como 6111 (Luduefla et aL,
1988; Diaz-Nido et aL, 1990). Eipper localizó el sitio de la fosforilación in vivo en la
región carboxi terminal, pero puntualizó que la fosforilación in vitro era de muy baja
actividad específica y que ésta podría tener lugar en varios sitios de la tubulina (Eipper,
1974a,b).
Se ha identificado con precisión la 5er444 como punto preferente de fosforilación,
y en menor medida la Tyr437 en el isotipo 13111 (Diaz-Nido e: aL. 1990; Alexander et aL,
1991), aunque aún no está claro cuales son las enzimas que llevan a cabo la fosforilación
¡ti vivo.
La función de la fosforilación tampoco está clara; parece que la eliminación del
fosfato inhibe el ensamblaje de microtúbulos inducido por MAPs, sin embargo, no afecta
al ensamblaje de la tubulina pura en glicerol: el fosfato puede, pués, mediar la interacción
con las MAPs (Khan y Luduefla, 1996).
12
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Posteriormente se ha descrito la fosforilación en tubulinas de organismos tan
diferentes como: el isotipo ¡NI de la tubulina del eritrocito de pavo (en la Ser44l; Rudiger
y Weber, 1993), la tubulina de la lombriz del tabaco (Song et aL, 1994), la tubulina de la
zanahoria (Koontz y Choi, 1993), la a tubulina de linfocitos B humanos activos (Peters a
aL, 1996), la tubulina de los axonemas del esperma del erizo de mar (Stephens, 1975) o
la del protista Chlamydomonas (Piperno y Luck,• 1976).
B. Poliglutamilación
Esta modificación consiste en la incorporación postraduccional de hasta siete
residuos de glutamato en la región carboxi terminal de ambas subunidades de la tubulina,
la a y la ¡3 (Eddé et aL, 1990).
Se ha descrito en la a tubulina neuronal, en la cual es muy común (Eddé a aL,
1990; Alexander e: aL, 1991; Rudiger a aL, 1995). En mamíferos, las cadenas de
poliglutamato son añadidas al grupo y carboxilo del residuo Glu445 en la al y a2, del
Glu44l en el Rl, del 01u435 en el BR, del Glu438 en el Bu y del Glu440 en el BIVa
(Eddé a aL, 1990; Alexander a aL, 1991; Rudiger et aL, 1992; Redeker et aL, 1992; Mar>’
e: aL, 1994 en Ludueña, 1998).
La poliglutamilación es reversible: de los seis glutamatos normalmente añadidos en
la tubulina del cerebro, los tres últimos son rápidamente eliminados, mientras que los tres
primeros son más estables. Es probable que exista más de una enzima implicada en la
deglutaniilación, por lo que el ciclo de glutamilación y deglutamilación podría ser muy
complejo (Audebert e: aL, 1993).
La función de la poliglutamilación no está clara, pero obviamente el resultado es
la adición de un número grande de cargas negativas a una región ya fuertemente ácida. Hay
evidencias de que la poliglutamilación favorece la unión de kinesina a la tubulina (Larcher
et aL, 1996). El grado de poliglutamilación influye también sobre la unión de tau tanto a
13
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la a como a 13 tubulina de ratón (Boucher e: aL, 1994). Por último, se ha sugerido, que la
poliglutamilación juega un papel en la movilidad flagelar; esta hibótesis está apoyada por
la observación de que un anticuerpo obtenido frente a la tubulina~ poliglutamilada puede
disminuir la amplitud de la onda flagelar, aunque no afecta a su frecuencia (Gagnon e: aL,
1996).
La poliglutamilación de la tubulina es ix&lependendiente de otras modificaciones
postraduccionales. La a tubulina puede entrar en el ciclo de tirosilación-detirosilación
independientemente de su grado de glutamilación (Eddé et aL, 1992). Aproximadamente
el 10% de las formas glutamiladas de la clase III de la 13 tubulina están también
fosforiladas (Alexander e: aL, 1991).
C. Poliglicilación
Es una modificación postraduccional similar a la poliglutamilación. Se trata de la
adición de 2-40 residuos de glicina en la región carboxilo terminal de ya sea de la a o la
¡3 tubulina, sobre un residuo glutamato (Glu445 en la a y Glu437~ en la 8), si bien no se
excluye la posibilidad de que se produzca también sobre otros residuos ácidos de esta
región.
Hasta ahora, solo se ha demostrado en microtúbulos axonemales, tanto de protozoos
(en los cilios de Paramecium, Tetrahymena y Stylonichya) como de metazoos (en esperma
de humanos y otros mamíferos, pájaros, erizos de mar y caracoles) (Ludueña, 1998). La
1.
poliglicinación, sin embargo, no se ha detectado en el flagelado Euglena (Bressac e: aL,
1995; Lcvilliers et aL, 1995; Bré et aL, 1996).
La función de la poliglicilación no está clara.
D. Thbulina de membrana
14
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Esta forma de tubulina no ha sido aún secuenciada así que no está claro si
representa una distinta isoforma de tubulina, codificada por genés diferentes, o si está
modificada postraduccionalmente.
La tubulina de membrana fue descrita por Bhattacharyya ~‘ Wolff (1975) en el
tiroides bovino y en el cerebro de rata y por Stephens (1981) en’ los cilios de la vieira
Aequpec:ern irradians.
La naturaleza de la tubulina de membrana es aún desconocida: podría constituir un
isotipo de tubulina todavía no descubierto, con una región hidrófoba que permitiría su
inclusión en la membrana. También podría ser una tubulina modificada
postraduccionalmente. Por último, se apunta la posibilidad de una tubulina con propiedades
conformacionales inusuales, que permitirían su unión con gran afinidad a la bicapa lipídica
(Niggli y Burger, 1987).
3. LOS CRIADOS COMO MODELOS PARA EL ÉSTUDIO DE LOS
SISTEMAS MICROTUBULARES
Como se desprende del apanado dos, el problema de la adáptación al frío de los
microtúbulos se ha afrontado hasta ahora únicamente en el ámbito ~Ielos vertebrados. En
este aspecto, así como en otros de la investigación de la biología celular y molecular, la
utilización de un organismo eucariota unicelular supone evidentes ventajas experimentales,
como la elevada tasa de reproducción en condiciones controladaá de laboratorio, fácil
manipulación con técnicas de biología celular y molecular y, presencia de fenomenos
sexuales que determinan recombinación genética y renovación de las lineas celulares (Orias,
1981; Preer, 1986).
En los ultimos 15 años la utilización de los protozoos ciliados como modelos
experimentales ha aportado importantes avances en el campo de, la biología celular y
15
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molecular. Podemos citar tres ejemplos significativos: 1) Al comienzo de los años 80, se
llevó a cabo, en el ciliado Tetrahymena, la primera caracterización de las extremidades
teloméricas del cromosoma eucariota, como secuencia nucleotídica repetida e invertida
(Blackbum y Szostak, 1984). Posteriormente, se ha caracterizado en el mismo ciliado un
nuevo tipo de DNA polimerasa específica para dicha región (t~lomerasa), que se ha
revelado funcional en todas las células eucariotas (Blackburn, 1991). 2) En 1985, sc puso
en evidencia en los ciliados Tetrahymena (Horowitz y Gorovsky, 1985), Paramecium
(Caron y Meyer, 1985; Preer et aL, 1985) y Stylonychia (Helftenbein, 1985), la primera
desviación del código genético considerado “universal” en células eucariotas ; otras
desviaciones se han descrito sucesivamente en otros protistas. 3) La caracterización del
fenómeno de “autosplicing”, es decir, la capacida4 de eliminación de los intrones y reunión
de los exones en una molécula de RNA, descubrimiento efectuado en el ciliado
Te:rahymena (Cech, 1986).
Los ciliados son además el grupo de protozoos más favorecido para el estudio
experimental de la morfogénesis. Son organismos unicelulares muy complejos con una
elaborada organización, donde se da tanto la disposición regulat de ciertos orgánulos
(esencialmente cuerpos basales, homólogos a centriolos), como la existencia de complejos
organelares que funcionan como órganos especializados: un aparato oral, para la captura
de comida y fagocitosis; un sistema de vacuolas contráctiles (cuyos poros se abren en
lugares precisos del cortex) para drenar y excretar líquidos y un citoprocto o ano para la
eliminación de los residuos de la digestión. Estos elementos están integrados en un modelo
polarizado (polaridad antero-posterior, que se corresponde con la dirección normal con la
que nada la célula y polaridad dorsoventral del organismo completo) y asimétrico (asimetría
derecha-izquierda expresada tanto a nivel de la célula entera como a nivel de cada cuerpo
basal). Durante la reproducción asexual, cada división supone un conjunto de procesos
morfogenéticos precisamente coordinados a muy diferentes niveles, desde el ensamblaje de
estructuras elementales (microtúbulos, cuerpos basales y otros elementos del citoesqueleto
cortical) a la remodelación del modelo supetficial.
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3.1. SISTEMAS MICROTUBTJLARES EN CILIADOS
Los ciliados representan dentro de las células eucariotas, el phylum en el cual existe
una mayor diversidad y abundancia en sistemas microtubulares. No solo presentan
abundantes cilios sobre su superficie, sino también un complejo citoesqueleto tanto cortical
como interno, cuyas redes y haces están bien desarrolladas y claramente segregadas en
diferentes áreas intracelulares. En Pararnecium, por ejemplo, se ‘han descrito hasta 13
sistemas microtubulares distintos: uno es cortjcal y transitorio, otros tres, también
transitorios, son intranucleares y, el resto son introcitoplasmáticos y similares a la típica red
citoplasmática de células cucariotas superiores.
En los ciliados, a pesar de la diversidad estructural en el citoesqueleto microtubular,
la diversidad genética es mucho más reducidaque la de los organisnios pluricelulares: tanto
la a como la 8 tubulina están codificadas por un número bajo de genes que además, son
muy poco divergentes a nivel de secuencia. Un ejemplo es el ciliado Terrahymena sp. que
construye su gran variedad de redes microtubulares a partir de sólo un gen a y dos genes
13, casi o completamente idénticos en su secuencia (respectivamente, T. pyriformis
*
(Barahona a aL, 1988); T. termophila, Gaertig a aL, 1993).
£ Las modificaciones postraduccionales de la tubulina en ciliados coinciden con las
identificadas en organismos pluricelulares: se ha descrito la acetilación (Fleur>’, 1991;£ Adoutte et aL, 1991; Delgado-Viscogliosi, 1996) y la poliglutamilación (Bré et aL, 1994).
Además, una modificación postraduccional recientemente caracterizada, la poliglicilación
(Redeker et aL, 1994>, se descubrió inicialmente en axonemas de Paramecium y
posteriormente en aquellos de una gran variedad de organismos desdé protistas a mamíferos
(Adoutte a al., 1985, 1991). En cuanto a la tirosilación-detirosilación en protistas, hasta
el momento sólo se ha descrito en el grupo de los trypanosomas (Sasse y Gulí, 1988).
3.2. EL CILIADO ANTÁRTICO Euplotes focardil
17
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La especie utilizada como modelo en este estudio Luplotes focardil (Valbonesi y
Luporini, 1990), fue aislada de sedimento marino recogido en la Báhía de Terranova (mar
de Ross, Antártida). Es un ciliado hipotrico psicrófilo, que vive a una temperatura óptima
comprendida entre -1.8 y 2 ~c y presenta un límite máximo de teniperatura en cultivos de
laboratorio de 8~l0oC. Este ciliado constituye, por lo tanto, un sistema muy adecuado para
tratar de clarificar cuales son las propiedades intrínsecas de la tubulina correlacionadas con
la estabilidad al frío de los microtúbulos.
3.2.1. Morfología general
E. focardii está aplastado dorsoventralmente. Su forma y dimensiones varían
enormemente en función del tipo de alimentación. Habitualmente la forma celular celular
es elipsoidal aunque las células sobrealimentadas adoptan una forma casi redondeada. Las
células vegetativas presentan unas dimensiones medias itt vivo de 79,8 ji de longitud y 58,6
pi de anchura.
£ El aparato nuclear está formado por un macronúcleo de grañ tamaño con forma de
herradura y un micronúcleo, esférico y compacto, localizado cerca del macronúcleo, en la
mitad anterior izquierda de la célula.
3.2.2. Ciliación e infraciliación
Euploresfocardii presenta una clara diferenciación con respecto a la distribución de
los sistemas ciliares e infraciliares en las superficies ventral y dorsal. La mayor parte de
las estructuras locomotoras y de alimentación se situan en la superfipie ventral de la célula.
El area oral ocupa aproximadamente los dos tercios anteriores de la cara ventral de
la célula. En el lado izquierdo se implantan las membranelas adorales compuestas de filas
de cilios. Al lado derecho de la cavidad bucal se presenta uñ coplejo paroral muy
desarrollado que está formado por filas oblicuas de cinetosomas.
18
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4. INMUNOCITOQUIMICA APLICADA AL ESTUDIO DE LA TUBULINA.
ANTECEDENTES
Los anticuerpos tanto policlonales como monoclonales han sido elementos de gran
utilidad en la identificación y localización inmunocitoquimica de diversas proteínas y en
el estudio de su organización y distribución intracelular mediante técnicas de
inmunofluorescencia indirecta, western blot e inmunoprecipitación.~
Los anticuerpos monoclonales y policlonales se han utilizado separada o
conjuntamente en el estudio de varias características de la tubulina (revisión, Andreu y de
Pereda, 1993).
4.1. ANTICUERPOS ESPECIFICOS FRENTE A DOMINIOS FUNCIONALES DE
LA TUBULINA
Los anticuerpos policlonales y monoclonales se han utilizado para el estudio de la
estructura y la distribución de dominios funcionales en los monóm~ros a y 13 tubulina.
La interacción entre las subunidades de a y 13 tubulina en la formación del
microtúbulo se han estudiado con anticuerpos policlonales específicos de determinadas
secuencias de los monómeros de a y 13 tubulina: las zonas a(430:443) y ¡3(412-431), se
encuentran en la zona exterior del protofilamento, y son accesibl¿s a los anticuerpos en
microtúbulos estabilizados con paclitaxel, hojas de tubulina inducidas por Zn++, anillos
inducidos por Mg++, en microtúbulos de células PtK2 e inducen el ensamblaje anormal de
tubulina en estructuras abiertas. Lo mismo sucede con el péitido 8(153-165). Los
anticuerpos no reaccionan con las secuencias a(214-226) y 13(241-256). en ninguno de los
casos anteriores. Sin embargo, se vuelven accesibles a los anticuerpos tras la fijación. La
secuencia a(155-168), al contrario que la zona ¡3(153-165), se encontraba antigénicamente
ocluida, sugiriendo que ambas zonas pueden estar localizadas én los contactos entre
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protofilamentos, estando la primera en una zona más interna que la segunda (Arévalo eral,
1990). Otra zona estudiada con anticuerpos policlonales se encuentra en el extremo amino
terminal. Este es el caso del péptido 13(28-38) que no es reconocido por el anticuerpo ni en
microtúbulos ensamblados itt viti-o en presencia de MAPs ni en microtúbulos nativos o
fijados de células PtK2, pero sí en el heterodimero (Chene e: aL, 1992).
Los anticuerpos policlonales también se han utilizado para la localización de los
posibles sitios en la estructura de la tubulina que interaccionan con diferentes ligandos
antimitóticos como la colchicina y la vinblastina. Los anticuerpos no interfieren en la unión
de las drogas pero su unión a tubulina es menor cuando la droga está unida por lo que
deben de inducir un cambio conformacional en la proteína (Morgan y Spooner, 1983>. La
localización del sitio de unión intercambiable del QTP en la subunidad de ¡3 tubulina se ha
estudiado utilizando un anticuerpo especifico que compite por el mismo sitio inhibiendo
la incorporación del GTP y, por lo tanto, la polimerización de los inicrotúbulos (Hesse e:
aL, 1985; 1987).
Con anticuerpos policlonales y monoclonales se han definido las secuencias de la
tubulina implicadas en la interacción con diferentes MAPs (Cross e: aL, 1994) o las que
intervienen en la interacción de la tubulina con otras proteínas así como en la regulación
de su activación (Roychowdhury el aL, 1993).
La utilización de anticuerpos monoclonales ha permitido determinar con más detalle
sitios funcionales de la tubulina. De esta forma, el estudio de determinadas secuencias del
extremo carboxi terminal de a y ¡3 tubulina muestra que hay determinadas zonas expuestas
como c4426-450) y 8(416-430), pues son reconocidas tanto en microtúbulos fijados como
nativos (Breitling y Little, 1986), lo que se ha confirmado con anticuerpos policlonales
específicos de determinadas secuencias de ambas subunidades (de la Viña eí al., 1988).
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4.2. ANTICUERPOS ESPECIFICOS FRENTE A DIFERENTES ISOFORMAS DE
TUBULINA
La utilización de anticuerpos también ha permitido detectar distintas isoformas de
tubulina en distintos organismos. Así, mediante un anticuerpo policlonal especifico de un
péptido conservado de la y tubulina de Arabidopsis, se han identificado al menos dos
isoformas de esta proteína (Liu el aL, 1994). La presencia de diferentes isoformas se ha
estudiado de forma más detallada con anticuerpos monoclonales permitiendo, por ejemplo,
el análisis de la complejidad antigénica de la tubulina de cerebro cádificada por diferentes
genes de tubulina (Gozes y Barnstable, 1982).
La posible diferenciación funcional de las distintas isoformas varía en función de
los organismos y las poblaciones microtubulares estudiadas. Las diferentes isoformas de 8
tubulina de mamífero, parecen distribuirse homogéneamente para formar microtúbulos
como copolimeros de todos los isotipos expresados (Lewis el aL, 1987; Lopata y Cleveland,
1987). Sin embargo, estudios con anticuerpos monoclonales han mostrado que las isoformas
formanáo
de a y 13 tubulina se distribuyen de forma distinta ¡ aparatos mitóticos
heterogéneos, donde la(s) isoforma(s) de a tubulina están localizadas preferencialmente en
el huso y la(s) de 13 en los microtúbulos astrales (Oka e: aL, 1990). Así mismo ocurre en
el cerebro de vertebrados como es el caso de la isoforma de ¡3 tubulina en cerebro bovino
(Renthal e: aL. 1993).
Otras características estructurales de las isoformas de la tubulina se han determinado
utilizando anticuerpos monoclonales. Así, se han localizado distintos epítopos de la tubulina
a lo largo de los microtúbulos en diferentes organismos y en ‘la misma célula y su
expresión diferente a lo largo del desarrollo (Dráber y Dráberová, 1986; Dráber e: al,
é
1988). También se ha determinado que las diferentes características estructurales de las
diferentes isoformas de la tubulina se traducen en distintas propiedades funcionales, como
por ejemplo, las diferentes propiedades de ensamblaje están en función de los distintos
E.
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tipos de los isotipos de 13 tubulina que estén formando los heterodímeros (Barnejee el al,
1992).
4.3. ANTICUERPOS ESPECÍFICOS DE MODIFICACIONES
POSTTRADUCCIONALES DE LA TUBULINA
Con anticuerpos monoclonales se han identificado las zonas concretas de la tubulina
donde se producen acetilaciones postraducionales. Utilizando anticuerpos específicos de una
isoforma de a tubulina que se encuentra en el axonema del erizo de mar, del esperma de
Drosophila y humano, se ha localizado que la ac¿tilación itt vivo s¿ encuentra en el grupo
E amino de la Lys4O (Piperno y Fuller, 1985>; Adicionalmente, la acetilación se ha
E..
detectado en la secuencia a(25-50) de la a tu6ulina (Leflizet y ‘Piperno, 1987) con el
anticuerpo 611B1.
Con anticuerpos policlonales específicos del extremo carboxi terminal de la forma
tirosilada y no tirosilada de a-tubulina, se demostró por primera vez, en células fijadas, que
hay una distribución separada de ambos tipos de a tubulina, dando lugar a poblaciones de
microtúbulos estructuralmente diferentes (Gundersen el aL, ‘1984). Este tipo de
modificación posttraduccional también sc ha identificado con el anticuerpo monoclonal
YLL/2. Este se une específicamente a la forma tirosilada de la a tubulina, y su
microinyección en diversas lineas celulares de mamífero, ha permitido determinar que la
tirosilación no tiene aparentemente ninguna implicación funcional <Wehland et aL, 1983;
Wehland y Willigham, 1983; Wehland el al, %1984) pues no afecta a la inestabilidad
dinámica (Idriss e: aL, 1991). Sin embargo, se ha observado mediante la utilización
conjunta de anticuerpos policlonales y monoclonales específicos de la tubulina tirosilada
y la no tirosilada, que estas dos formas de la tubulina se encuentran distribuidas en
diferentes poblaciones de microtúbulos. Así, la tubulina tirosiladalestá preferencialmente
en los microtúbulos más dinámicos y la otra en los más estables, aunque esta modificación
posttraduccional se produce después de la estabilización de los microtúbulos (Wehland y
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Weber, 1987; Kreis, 1987). Por otro lado, con la utilización combinada de anticuemos
policlonales y monoclonales, se ha visto la posible función de la tirosilación. Parece estar
implicada en la polimerización de los microtúbulos, como se ha visto en los microtúbulos
neuronales en los que la presencia de la a tubulina tirosilada aumenta en el extremo más
(Brown el aL, 1993). De igual forma, la función de la tirosilación en a tubulina. se ha
intentado estudiar con el anticuerpo monoclonal ?0C6 que localiza esta forma de la a
tubulina en los microtúbulos de células normales de cerebelo de rata con sinaptogénesis
completa (Poddar y Sarkar, 1993).
Con el anticuerpo monoclonal GT335 se ha localizado la poliglutamilación en
diferentes especies como en el extremo carboxiterminal de la tubulina de diferentes ciliados
(Bré el aL, 1994> así como en la de cerebro de vertebrados con el anticuerpo monoclonal
0T335 (Wo]f el aL, 1994).
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1. OBJETIVOS
Este trabajo se ha planteado como una aproximación a los mecanismos de
estabilidad de los sistemas microtubulares en ambientes psicrófilos, utilizando como modelo
el protista ciliado Euplotes focardii. Para ello se establecieron los siguientes objetivos:
(1) Determinar la organización del citoesqueleto microtubular en este ciliado
antártico. Analizar comparativamente el modelo resultante con el propuesto para otras
especies mesófilas del género.
(2) Analizar las secuencias primarias de latc y 13 tubulina de E. focardii: semejanzas
y diferencias estructurales con las de otros organismos.
(3) Obtener anticuerpos específicos dirigidos contra péptidos sintéticos
correspondientes a regiones variables de los distintos isotipos de ¡3 tubulina.
(4) Determinar la relación entre la posible existencia de distintos isotipos de 8
tubulina y su expresión o funcionalidad diferencial.
(5) Caracterizar las modificaciones postraduccionales en la tubulina de E. focardii
(en células en interfase y en células en división) y analizar el posible papel de la
maquinaria postraduccional en la producción de las poblaciones de microtúbulos adaptados
a bajas temperaturas.
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1. MATERIALES
1.1. MATERIAL BIOLÓGICO
1.1.1. Protozoos ciliados
* Euplotes focardU
Para el presente estudio se ha utilizado la especie Fuplotes focardii cedida por los
Drs. Valbonesi y Luporini del Departamento de Biología Celular de la Universidad de
Camerino (Italia). Dicha especie fue aislada de muestras recogidas en enero de 1988 en una
pequeña cueva al Este de la base antártica italiana localizada en la Bahía de Terra Nova
(Mar de Ross, 74o42~, 1640 ) y, junto a ella, fueron identificados otros ciliados
pertenecientes a los géneros Aspidisca, Cyclidium, Diophrys, Epiclintes, Paraurostyla,
Pleuronema, Uronenta y Uronychia (Valbonesi y Luporini, 1990).
Para la recolección de la muestras se utilizó una draga tipo “Petersen” introducida
a una profundidad de 7 m. Los parámetros ambientales medidos en el momento del
muestreo fueron los siguientes: salinidad 35%, temperatura -1,80C y pH 8.1-8.2. Las
muestras fueron almacenadas en obscuridad, a 2-40C, durante tres meses antes de ser
analizadas. Ejemplares del género Euplotes posteriormente descritos como Euplotesfocardii
(Valbonesi y Luporini, 1990), fueron aislados y alimentados con el alga Dunaliella
tertiolecta o con bacterias no identificadas presentes en la muestra original, mantenidas en
el medio Luria-Bertani (Bacto Triptona 1%, extracto de levadura 0,5%).
Recibimos dos líneas diferentes de Luplotes focardii: la línea utilizada para la
descripción original de la especie, depositada oficialmente como TN1 (o CLAP 1624/17),
y la línea etiquetada como TN3O.
* Euplotes vannus
E. vannus es una especie marina adaptada a temperaturas medias, que se ha
utilizado para la realización de estudios comparativos con la ‘especie psicrófila. La
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población fue aislada en 1990 por la Dra. Perez-Uz, a partir de una muestra tomada de un
tanque de cultivo de rotíferos utilizados para la alimentación de peces en el Sea World
Aquarium de San Diego (Estados Unidos).
1.1.2. Tubulina de cerebro bovino
La tubulina de cerebro bovino, proporcionada por el grupo del Dr. J.M. Andreu, fue
purificada utilizando el procedimiento de Weisenberg modificado (Weisenberg et al., 1968;
Lee et al. 1973; Andreu y Timasheff, 1982), tras lo cual se almacenó en nitrógeno líquido.
1.1.3. Animales de laboratorio
Para la producción de anticuerpos se emplearon conejos hembras de Nueva Zelanda
de 3-3,5 Kg.
1.2. MEDIOS DE CULTIVO
1.2.1. Agua de mar artificial
El medio de cultivo utilizado para E. focardii fue agua de mar sintética de la marca
comercial Instant Ocean (3,33 % en agua destilada), esterilizada en autoclave a 1200C
durante 20 mm. Una vez estéril, el medio puede almacenarse a 40C durante uno o dos
meses.
A dicho medio se han añadido el alga verde Dunaliella salina o la bacteria Vibrio
natriegens utilizadas como fuente alimenticia por el ciliado.
1.2.2. Medio de Walne
Se trata de un medio enriquecido con trazas de metales y vitaminas que se ha
utilizado para los cultivos de mantenimiento del alga verde Dunaliella salina.
Está compuesto por una mezcla de dos soluciones:
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Solución A
A un volumen de 1.000 ml de agua destilada se añaden:
100 g de NaNO3
45 g de EDTA (Na)
33,6 g de H3B03
20 g de NaH2PO4.H20
0,36 g de MnCl2.4H20
1,80 g de EDTA (Fe) o FeCI3 como sustitutivo.
Solución B
Para un volumen de 100 ml de agua destilada se añaden:
2,1 g de ZnCl,
2,0 g de CaCl2.6H20
0,9 g de (NH4)6.Mo7O24.4H20
2,0 g de CuSO4.5H20
El medio de Walne se obtiene a partir de la mezcla de 1.000 ml de la solución A
con 1 ml de la solución B.
Por último, añadimos a este medio 0,1 ml de una solución vitamínica preparada de
la siguiente forma: a un volumen de 200 ml de agua destilada se añaden 10 mg de vitamina
B12 y 200 mg de vitamina B1.
1.2.3. Medio SWIPYE-Agar Peptona-Extracto de levadura-agua de mar
El medio SW/PYE se empleó para el mantenimiento de la bacteria Vibrio
natriegens.
La composición de dicho medio fue la siguiente:
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Proteasa peptona (Difco 0118-01-8) 5 g
Extracto de levadura (Difco 0127-01) 2 g
Agar (Difco 0140-019) 15 g
Agua de mar 11
La esterilización se llevó a cabo en autoclave a 1210C durante 15 mm.
2. MÉTODOS
2.1. CONDICIONES DE CULTIVO
2.1.1. Cultivos de Eup¡ot.es focardll
Obtuvimos clones de la línea TN3O de Euplo:es focardii (Serrano et al., 1992)
mediante el aislamiento directo a la lupa binocular de individuos de las muestras originales
con una micropipeta Pasteur. Se escogió esta línea por su mayor capacidad para
experimentar un proceso de transformación de células vegetativás normales en células
gigantes. Las células fueron aisladas en portaobjetos de tres excavaciones, cada una con
100 pl de agua de mar sintética, adicionando Dunaliella salina como alimento. Se
estabilizaron cinco clones.
Posteriormente, los distintos clones se cultivaron en volúmenes crecientes de medio
de agua de mar artificial a una temperatura constante de 4~5O C y en régimen de
obscuridad. Inicialmente se añadieron periodicamente (cada quince días) 2 ml de un cultivo
de Dunaliella salina, cultivada a su vez en el medio de Wa.lne. Con posterioridad, y con
el fin de evitar cualquier tipo de interferencia en los experimentos con la tubulina del alga,
se suplementaron los cultivos con la bacteria VibRo natriegens CECT 526 (Colección
Española de Cultivos Tipo).
2.1.2. Cultivos de Euplotes vannus
Las condiciones de cultivo de esta especie son las mismas que las descritas para E.
focardii, excepto que su incubación se realiza a temperatura ambiente.
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2.2. OBSERVACIÓN IN VIVO
El examen de los individuos itt vivo se realizó utilizando una ‘lupa binocular NIKON
modelo SMZ-2T y un microscopio óptico ZEISS III tanto en ¿ampo claro como en
contraste de fases.
2.3. MICROSCOPIA ÓPTICA: TÉCNICA DE CARBONATO DE PLATA
AMONIACAL
Las técnicas de impregnación argéntica son imprescindibles para el estudio
morfológico de los ciliados. Estas técnicas ponen de manifiesto la infradiiación, tanto oral
como somática, otras estructuras citoesqueléticas y el aparato nuclear que son objeto de este
estudio.
El método de impregnación utilizado en este trabajo es el del carbonato de plata
amoniacal de Fernández-Galiano (1994), que es una modificación del originalmente descrito
por el mismo autor (Fernández-Galiano, 1966, 1979).
Las observaciones al microscopio óptico convencional se han llevado a cabo en un
microscopio ZEISS III.
2.4. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA
2.4.1. Microscopia electrónica de barrido
El procedimiento seguido es el que emplea el punto crítico como método de
desecación. Implica la sustitución en las muestras biológicas del agua por alcohol y del
alcohol por CO2 líquido.
Las células de Euplo:es focardii se procesaron para microscopia electrónica de
barrido, utilizando el método descrito por Valbonesi y Luporini (1990) para especies
marinas del género Euplotes.
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2.4.2. Microscopia electrónica de transmisión
La técnica empleada fue la siguiente:
Las células de Euplo:es se permeabilizaron en el tampón de extracción descrito para
Tetrahymena porWolfe (1985) con ligeras modificaciones (Sacarosa 0,1M, MgCI, 2,5 mM.
KCI 0,1 mM, EDTA lmM y Hepes lOmM, pH 6,8> y que contenía un 0.1% de Triton X-
100 y un 0,25% de glutaraldehído. Una vez transparentes, las células se lavaron varias
veces en el tampón de extracción con el fin de eliminar el detergente y el fijador. Las
células fueron lavadas de nuevo durante 30 mm en tampón Pipes 0,05 M con ácido tánico
al 2% y glutaraldehido al 1,5%. Tras un lavado en tampón cacodilato, se realizó una
postfijación con tetróxido de osmio diluido, también en cacodilato, al 1%. Los ejemplares
se lavaron varias veces con tampón y se incluyeron, para facilitar su posterior manejo, en
bloques de agar. Los pequeños fragmentos de agar se deshidrataron con soluciones seriadas
de alcohol. Una vez finalizada la deshidratación, se realizó la inclusión en bloques de Epon.
Estos fueron finalmente cortados en un ultramicrotomo REICHERT Om U3. Las muestras
se montaron sobre rejillas de cobre recubiertas con Formvar y se tiñeron con soluciones de
acetato de uranilo y de acetato de plomo para lograr un buen contz9aste de las estructuras.
Los cortes fueron observados y fotografiados en un microscopio electrónico ¿[EM
1 OOB.
2.5. ANTICUERPOS
2.5.1. Anticuerpos primarios
* Anticuerpos primarios comerciales “universales”
Se utilizaron los anticuerpos de ratón DMlA anti a tubulina (Blose et al., 1984) y
anti ¡3 tubulina de Sigma. DM1B, anti ¡3 tubulina (Blose et al., 1984) de Amersham.
El anticuerpo DMlA reconoce la región a(415-443) de a tubulina y el DMlB la
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región 13(412-431) de 13 tubulina (Breitling y Little, 1986; de la Viña et al., 1988).
* Anticuerpos primarios específicos de secuencia
Se han empleado anticuerpos monoclonales que reconocen diferentes posiciones de
la secuencia de la tubulina de cerebro porcino:
- frente a los dominios amino terminal de a y 13 tubulina:
a(l-13) y 13(1-13): P2ClO (IgM), P1SF6 (IgGl), P4B4 (IgM).
13(1-13): P14B4 [IgGl, (Modig et al., 1999)], P3C1 1 (IgG2A). Pl 1E12
[IgGl, (Modig et al., 1999)], P9G4 (IgM).
- frente al dominio carboxi terminal de a tubulina:
a(430-443):
- frente a secuencias
a(155-168):
a(2 14-226):
13(153-165):
13(241-256)):
P12El1 [IgOl, (Chau et al., 1998)], P16G4 (IgUl).
intermedias de a y 13 tubulina:
P12B2 (IgG1), PáBíl [IgGl, (Chau et al¿ 1998)], P3B7 [IgGl,
(Modig et al., 1999), PÓBS (IgM).
PlFS [IgG2B, (Modig et al.. 1999)], P3DLO (IgM).
P4D6 [IgM,(Modig et al., 1999)], P5C3 [IgEil, (Chau et al., 1998)],
PlSC7.
P2G8 [IgOl, (Modig et al., 1999)], P2FlL (IgM).
Estos anticuerpos fueron amablemente cedidos por la Dra. 1. Barasoain (Centro de
Investigaciones Biológicas, C.S.I.C).
* Anticuerpos primarios comerciales frente a variaciones postraduccionales
Los anticuerpos monoclonales 6-1 1-Bí, que reconoce específicamente la a tubulina
acetilada en Lys 40 (Pipemo y Fuller, 1985); 1A2, frente a la a tubulina tirosilada en el
extremo carboxilo (Kreis, 1987); anti fosfotreonina y anti fosfoserina, que reconocen
proteínas que contienen treoninas o serinas fosforiladas, respectivamente, fueron de Sigma.
El anticuerpo monoclonal YLl/2 (Interchim, Francia) nos fue proporcionado por el Dr.
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Antonio Torres (Universidad de Sevilla).
* Anticuerpos primarios frente a variaciones postraduccionales no comercializados
El anticuerpo GT335 (Wolff et al., 1992), que reconoce un motivo básico de
glutamilación, con independencia del número de unidades glutarniladas presentes en la
cadena lateral, fue amablemente cedido por la Dra. A. Wolff (Biochimie Cellulaire, College
de France, París).
2.5.2. Anticuerpos secundarios
El anticuerpo de cabra fluoresceinado anti-IgA, IgO e IgM de ratón y el anticuerpo
de cabra rodaminado anti-IgG de conejo, fueron de Sigma. El anticuerpo de cabra
conjugado con peroxidasa anti-IgG de conejo de BioRad.
2.5.3. Producción de anticuerpos monoespecíficos
2.5.3.1. Selección de secuencias inmunogénicas
Se realizó el alineamiento múltiple de las secuencias de la ¡3 tubulina de E. focardii
(Miceli, 1995, comunicación personal); para ello se empleó el programa MaxHom (Sander
y Scheneider, 1991). Posteriormente, a las secuencias más divergentes se les aplicó un
análisis de predicción de estructura secundaria y de accesibilidad del solvente realizados
según el método PHD (Rost y Sander, 1994).
El diccionario de estructura secundaria de proteínas (Kabsch y Sander, 1983)
clasifica los elementos de estructura secundaria obtenidos de datos estructurales de
cristalografía y resonancia magnética nuclear de proteínas en 8 tipos. El método PHDsec
de predicción de estructura secundaria agrupa estos 8 tipos de eleffientos estructurales en
3 clases según la siguiente convención:
Hélice (a) o H: incluye las hélices a, hélices 3-10 y las hélices it.
Lámina extendida o E: incluye los segmentos extendidos de lámina ¡3, tanto en
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disposición paralela como antiparalela.
Bucles o L: incluye residuos en puentes 13 aislados, giros, vueltas y estructuras
desordenadas.
PHDsec, además de asignar un tipo de estructura a cada posición de la secuencia,
indica la probabilidad de asignar cada una de las tres clases de estructura (H, E o L).
También da información sobre la fiabilidad de la predicción en cada residuo. Define un
índice “Reí”, normalizado de 1 a 9, que refleja la diferencia de probabilidad entre los dos
tipos de estructura más probable para una determinada posición. En conjunto, el método
PHDsec tiene una exactitud del 70,8% en la asignación de estructura secundaria a residuos
aislados en el caso de las proteínas globulares.
El método PHDacc define tres modelos de accesibilidad del solvente: modelo de 10
estados (asigna a cada residuo un valor de accesibilidad relativa normalizado de O a 9),
modelo de 2 estados [clasifica los residuos en 2 tipos: oculto (B) y expuesto (E)] y modelo
de 3 estados [clasifica los residuos en 3 tipos: oculto (B), intermedio (1) y expuesto (E)].
Se accedió al método PHD mediante correo electrónico a la dirección
PredictProtein @EMBL-Heidelberg.de.
2.5.3.2. Síntesis química de péptidos
Para la síntesis de los péptidos nos desplazamos al laboratorio del Dr. D. Andreu
del Departamento de Química Orgánica de la Universidad de Barcelona. Fueron sintetizados
en fase sólida (Merrifield, 1963). Se utilizó un 9050 Plus Pesynthesizer Millipore, un
sistema automático de péptidos en fase sólida con química Fmoc ) flujo continuo.
2.5.3.3. Acoplamiento de los péptidos sintéticos a proteínas portadoras
A cada uno de los péptidos se le adicionó un aminoácido extra, una cisteina,
aminoácido que aporta un grupo sulfhidrilo que sirve para proporcionar un sitio de unión
a la proteína transportadora. La eficacia en la incorporación de este aminoácido se midió
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mediante el método espectrofotométrico de Ellman (1959), que utiliza como reactivo el
ácido 5,5’-ditlobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB): los grupos sufhidrilos libres reaccionan con
él originando el correspondiente 4-nitro-3-carboxitiofenol, que presenta una elevada
absorción a 412 nm.
Cuatro de los péptidos sintetizados se conjugaron con KLH (Calbiochem)
empleando el ester m-maleimido-benzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS) (Pierce). Este
reactivo bifuncional enlaza grupos amino con grupos sulfhidrilo (Liu et al., 1979; Green
et al.. 1982; Arévalo et al., 1990). Por otro lado, dado el bajo valor obtenido en la
cuantificación de cisteinas, el péptido correspondiente al tercer isotipo (¡33) se conjugó con
BSA libre de ácidos grasos (Sigma) empleando glutaraldehído (de un grado específico para
microscopia electrónica, Merck) que reacciona preferentemente con grupos amino (Kagan
y Glick, 1979).
* Acoplamiento de péptidos a KLH mediante MBS
Se disolvieron 40 mg de KLH en 1 ml de tampón fosfato ~ódico 10 mM pH 7,1,
se dializó extensivamente frente a 2 1 del mismo tampón, con 2 cambios cada 2 h y luego
se dejó toda la noche. Posteriormente, se hicieron otros 2 cambios de diálisis y se
centrifugó 15 mm a 2.500 g a 4-80C. Se tomó el sobrenadante y se midió la concentración
de proteína por el método de Bradford (9-10 mgr/ml; Bradford, 1976), guardándose en
alícuotas de 250 i~ a -200C. A continuación, se añadieron gota a gota 2 mg de MBS
disueltos en 0,2 ml de DMF en una solución de 12 mg de KLH en 0,9 ml de tampón
fosfato sódico 10 mM pH 7,2 y se dejó 30 mm agitando a temperatura ambiente y en
oscuridad. La mezcla de la reacción, KLH-MBS, se pasó a traVés de la columna de
Sephadex 0-25 equilibrada con tampón fosfato sódico 50 mM pH 6. La columna se
protegió de la luz y se eluyó con este tampón a 40C para eliminar el MBS no unido. Se
recogieron fracciones de 1 mí, midiéndose la cantidad de proteiná a 280 nm. Luego, se
disolvieron 7,5 mg de los péptidos correspondientes a los isotipos 13t1-2 y 2t4 en 1 ml de
PBS. La solución se mezcló con 2 ml de KLH-MBS eluidos de la columna y se añadieron
inmediantamente. 5 iii de NaOH 5 M por cada ml de KLH-MBS. Se dejó con agitación
constante durante 3 h a temperatura ambiente y protegido de la luz. Por último, el
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conjugado se dializó frente a PBS durante 48 h con 4 cambios de 1 1 y se midió la
concentración de proteína por Bradford.
* Acoplamiento de péptidos a BSA mediante glutaraldehído
En este caso, se disolvieron 1,2 jámoles del péptido correspondiente al isotipo 13t3
y 9 mgr de BSA en 1,2 ml de tampón fosfato sódico 0,1 M pH 8 (Kagan y Glick, 1974,
con modificaciones). Cuando el péptido estuvo bien disuelto se añadieron 0,6 ml de
glutaraldehído 0,15 M disuelto en el mismo tampón, gota a gota y con agitación, y se
incubó durante 3 h a temperatura ambiente. Luego se dializó la mezcla durante 3 días
frente a PBS con 3 cambios de 11, y se guardó finalmente a -200C en alícuotas de 250 ¡al.
2.5.3.4. Inmunización de animales
Se inmunizaron conejos de Nueva Zelanda mediante inyección intradérmica en el
lomo de 0,5 mg del antígeno en 1 ml de una mezcla a partes iguales de PBS y de
adyuvante de Freund completo (Difco). Los animales fueron reinyectados a las 2, 4 y 8
semanas con iguales cantidades de cada antígeno emulsificadas en aceite adyuvante de
Freund incompleto (Difeo). Se obtuvieron sueros de los animales a intervalos regulares a
partir de sangrados en la vena de la oreja y finalmente mediante punción cardiaca (Andreu
et al., 1988).
2.5.3.5. ELISA
El título anti-tubulina de los sueros se monitorizó mediante ELISA directo,
considerándose arbitrariamente como título el inverso de la dilución del suero, que rindió
una señal igual a la mitad de la señal máxima empleada. Para ello se activaron durante 12-
15 h a temperatura ambiente placas Costar de 96 pocillos con péptido-BSA (0,1 ¡ag de
péptido/pocillo, 50 ¡al) para los sueros de aquellos conejos a los que se inyectó péptido-
KLH, y con péptido-KLH para los sueros correspondientes a las inmunizaciones con
péptido-BSA. Las placas se lavaron tres veces con PBS y dos veces con agua destilada. Los
sitios de unión inespecíficos de las placas se saturaron durante 12-15 h a temperatura
ambiente con gelatina (Difco) al 1% (p/v) en PBS. Posteriormente se incubaron, con
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excepción de la primera columna que se utilizó como blanco, 50 ¡al/pocillo de los
anticuerpos tal cual o diluidos en PBS con gelatina al 0,05% durante 90 mm y a
temperatura ambiente. Se lavaron tres veces con PBS y se incubaron de nuevo las placas
enteras con 50 pl/pocillo del anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado con
peroxidasa diluido 1/1000 en el mismo tampón anterior durante 45 mm a temperatura
ambiente. De nuevo se lavaron las placas con PBS 5 veces. Como sustrato de la reacción
colorimétrica se emplearon 50 pl/pocillo de 0,4 mg/ml 1,2-fenildiainina (OPD) en tampón
citrato 62,3 mM, Na2HPO4 25,5 mM, pH 5,2, H202 0,04%. Tras 15 mm, la reacción se
detuvo añadiendo 50 pi/pocillo de H2504 3 N. La densidad óptica se midió a 492 nm en
un Titertek Multiskan MC.
Asimismo se ensayé, mediante ELISA, la reactividad cruzada de estos sueros frente
a los péptidos sintéticos no unidos a proteína.
2.6. INMUNODETECCIÓN
2.6.1. Diluciones empleadas para la inmunodetección con los anticuerpos
Tabla 1- Anticuerpos monoclonales específicos de secuencia dirigidos contra epítopos funcionales de la
tubulina.
Nombre Epítopo Secuenci? Dilución (IB)b Dilución (II)’
¡3 (1-13) MREIVHIQAOQSO 1/500 1/5-1/10
P4D6 ¡3 (153-165) sla~vmRroJc 1/1000 1/5-1/10
P208 ¡3 (241-256) RYPOQLNADLRIU.AVN 1/400 1/5-1/lo
a (1-13) MRESISIHVGQAG 1/500 1/5-1/10
a (155-168) ERISVDYGKKSKLEC 1/100 i/5-1/10
P1F5 a (214-226) RRNLDrERPT 1/500 1/5-1/10
a (430-443) ICDYEEvGvDsvEGE 1/1000 1/5-1/10
Secuencia de tubulina de cerebro porcino (Krauhs a aL, 1981).
Diluciones empleadas para la inmunodetección de tubulina sobre membranas de nitrocelulosa.
‘Diluciones empleadas para la inmunodeteccién de tubulina mediante inmunofluorescencia indirecta.
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Tabla 2- Anticuerpos monoclonales dirigidos contra variaciones postraduccionales de la tubulina.
Nombre Epitopo Dilución (l1B)~ Dilución (fl)b
6-1 1-BL a 40K-acetilada 1/15000 1/8001A2 a Tub tirosilada 1/20000 1/800
YL1/2 a Tub tirosilada 1/20000 1/800
GT335 Cc Tub glutamilada 1/20000 1/800
Fosfotreonina treoninas fosfotiladas 1/50
Fosfoserina serinas fosforiladas 1/300
Diluciones empleadas para la inmunodeteccién de tubulina sobre membranas de ñitrocelulosa.
Diluciones empleadas para la inmunodetección de tubulina mediante inmunofluorescencia indirecta.
2.6.2. Inmunoblot
2.6.2.1. Electroforesis
Las proteínas se separaron en geles de poliacrilamida (Bio-Rad) con dodecilsulfato
sódico de Sigma (SDS-PAGE) utilizando el sistema de Laemmli (Laemmli 1970). Las
electroforesis se realizaron en geles de 160x160x1,5 mm o en mini~eles de SxSxO,075 cm.
En ambos casos, el gel separador fue habitualmente del 10% de acrilamida en tampón Tris-
HCl 0,38 M pH 9 con SDS 0,1% y ¡3-mercapto-etanol 4 pM (Merck); el gel concentrador
fue del 5% de acrilamida en tampón Tris-HCI 0,12 M pH 6,8 con SDS 0,1%. El tampón
de electroforesis fue Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, ¡3-mercapto-etanol 4 mM,
pH 8,5. Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y a voltaje constante: 80
V para el gel concentrador y 120 V para el gel separador. Las muestras se prepararon
mezclando el tampón de muestra (Laemmli, 1970) e hirviéndolo durante 5 mm.
Las proteínas se visualizaron mediante tinción con azul Coomassie R-250 (Serva)
al 1% en 45% metanol - 10% ácido acético.
2.6.2.2. Transferencia
La tubulina y los extractos celulares se transfirieron ‘electroforéticamente a
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membranas de nitrocelulosa de 0,2 pm (Bio-Rad) para inmunodetección. Se empleó un
sistema de electrotransferencia semi-seco Trans-blot SD de Bio-Rad. Los geles, las
membranas de nitrocelulosa y los papeles Whatman 3 MM de cromatografía se equilibraron
durante 30 mm en tampón de transferencia [Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%
(y/y), pH 8,5] con una ligera agitación. Entre el ánodo y el cátodo se dispusieron, por el
siguiente orden: 5 hojas de papel Whatman 3 MM, la membrana de nitrocelulosa, el gel
de acrilamida, y 7 hojas de papel Whatman 3 MM. La transferencia se efectuó a voltaje
constante, 15 voltios, durante 1,3 horas con un límite de corriente de unos 2,5 mA/cm’. La
eficiencia de la transferencia se determinó tiñendo el gel transferidó con azul Coomasie R-
250 y utilizando estándares-SDS de alto y bajo peso molecular preteñidos (Bio-Rad).
Las membranas de nitrocelulosa se dejaron secar y almaéenaron a temperatura
ambiente hasta su uso.
Alternativamente, los geles se transfirieron sobre membranas de PVDF durante 1
h a 240 mA usando el sistema de “Mini-Trans-Blot Electrophoretic Transfer Celí” de
Biorad.
2.6.2.3. Western blot
Cuando se emplearon anticuerpos monoclonales, las membranas de nitrocelulosa se
incubaron con 1% de gelatina en tampón Tris-HCl salino pH 7,4 (TBS) durante 12-15 h,
con agitación constante a temperatura ambiente, para evitar la posterior adsorción
inespecifica de los anticuerpos. En su caso, las membranas de PVDF se saturaron en el
mismo tampón con 5% de leche deshidratada. Posteriormente, ambos tipos de membranas
se lavaron brevemente con tampón TBS- 0,05% Tween 20. Se incubaron durante 1 h con
los sueros respectivos a las diluciones adecuadas (Tablas 1 y 2) en támpón lBS. Se lavaron
3 veces durante 5 mm con TBS, 0,05% Tween 20 y se incubaron durante 45 mm con
anticuerpo de cabra anti IgO de ratón conjugado con peroxidasa (Bio-Rad) en una dilución
1/10000. Se lavaron 4 veces durante 5 mm con lBS, 0,05% Tween 20 y 2 veces con lBS.
Se escurrieron las membranas, se incubaron durante 1 mm con los reactivos del sistema de
detección quimioluminiscente (ECL) de Amersham, se eliminó el exceso de reactivo y se
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envolvieron las membranas en plástico. Dentro de los 30 mm siguientes se impresionaron
películas X-Omat 5 (Kodak).
Cuando se emplearon anticuerpos policlonales monoespecíficos, como anticuerpo
secundario se empleó anticuerpo de cabra contra IgO de conejo conjugado con peroxidasa
(Bio-Rad) en una dilución 1/5000.
2.6.2.4. Eliminación de los anticuerpos de la membrana de nitrocelulosa
Para eliminar tanto el anticuerpo primario como el secundario se incubaron las
membranas de nitrocelulosa en un tampón que contiene 2-mercaptoetanol 100 mM, SDS
2% (p/v), Tris-HCl 62 mM, pH 6,7 a 500C, durante 30 mm én agitación constante
(instrucciones del sistema ECL de Amersham). Después, las membranas se lavaron dos
veces con el tampón lBS durante 10 mm. Antes de utilizar nuevamente las membranas,
se realizó un control de quimioluminiscencia para verificar que no hubiese ninguna señal
derivada del anticuerpo precedente, lavándolas a continuación con TBS.
2.6.3. Inmunofluorescencia indirecta
2.6.3.1. Preparación del citoesqueleto
Las células fueron tratadas con saponina o Triton X-l00~ en el tampón PHEM
(Pipes 60 mM, Hepes 25 mM, EGTA 10 mM y MgCl
2 2 mM, pH 6,9) para la
permeabilización de las células. Se ensayaron varias concentraciones de ambos detergentes,
obteniendo los resultados óptimos con Triton X-100 al 0,2 % dejándolo actuar durante unos
minutos. Una vez transparentes, las células se lavaron varias veces en PHEM con el fin de
eliminar el detergente. Posteriormente, la fijación se realizó en páraformaldehido al 2%
disuelto en PHEM mediante agitación magnética a 60
0C durante una hora (la solución debe
de prepararse el mismo día del ensayo). Por último, se aclararon brevemente en PHEM y
se lavaron posteriormente en el tampón PBS, al que se le añadió BSA (3%) y Tween 20
(0,1%) para reducir la unión inespecifica.
Alternativamente, la permeabilización y fijación de las célúlas se realizó con una
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solución que contenía conjuntamente un 35% de etanol y un 0,5% de Triton X-l00. Las
células se depositaron en un portaobjetos embebidas en esta solución y se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta su evaporación.
2.6.3.2. Incubación con los anticuerpos
En el mismo tampón PBS descrito en el apartado anterior, se incubaron a 40C en
atmósfera saturada de humedad durante 1 h los anticuerpos primarios y durante 45 mm los
secundarios. Tras cada incubación se lavaron 3 veces en PBS durante 15 min a temperatura
ambiente.
2.6.3.3. Montaje y observación de las muestras
Se depositó una pequeña gota de Citifluor GlyceroVPBS solution (London,
N0 100015) en el centro de un portaobjetos especialmente limpio. Posteriormente se
transfirieron las células a ésta, una a una, depositándolas lo más separadas posible entre sí
y sin provocar burbujas. Colocamos, para finalizar, un cubre ajustanáo su posición con laca
de uñas.
La observación de las muestras se realizó con un fotomicroscopio Axioplan de Zeiss
equipado con epiiluminación. Los objetivos utilizados fueron Plan-Neofuar 40x y Plan-
Apchromat 63x (de inmersión) de Zeiss con los filtros apropiados para la fluoresceína y
la rodamina. Las preparaciones fueron fotografiadas con película Tri-X pan de Kodak de
400 ASA. Para la microscopia confocal se utilizó un microscopio LSM 10 de Zeiss.
2.7. DESCILIACIÓN Y EXTRACCIÓN DE LOS MICROTÚBULOS DEL
CORTEX CELULAR Y DEL CITOPLASMA DE LA CÉLULA DE E. focardil
Los cultivos de E. focardii se concentraron mediante centrifugación a 850 g y se
resuspendieron en 5 ml de etanol al 7% (en agua de mar). Para favorecer el proceso de la
desciliación celular se agitó vigorosamente la suspensión durante varios segundos. La
desciliación se comprobó por observación directa al microscopio de contraste de fases.
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Para separar las células desciliadas se centrifugó a 850 g durante 5 mm y el
sobrenadante (que contiene los cilios) se recuperó por centrifuga9ión a 17.000 g durante
30 mm. Los cilios se resuspendieron en el tampón PHEM, al que se le habían añadido
inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, o-phenantroline 2 mM, pepstantina A 10 ¡agIml)
para luego ser analizados en mediate electroforesis o ser alicuotados y congelados a -800Ce
para su conservación.
Las células desciliadas se resuspedieron en PHEM con inhibidores de proteasas y
se sonicaron cuatro veces durante 2 sg a 15 micrones de amplitud (Soniprep 150).
Posteriormente, el extracto celular se centrifugó a 14.000 g durante 2 mm para separar los
microtúbulos del cortex de los del citoplasma.
2.8. EXPERIMENTOS DE ENSAMBL4JE DE LOS MICROTÚBULOS
CITOPLASMATICOS A DISTINTAS TEMPERATURAS
Células de E. focardii se resuspendieron tn el tampón PMI (Pipes-NaOH 0,1 M,
MgSO
4 lmM, EGTA lmM, pH 6,9 al que se añadieron inhibidores de proteasas [PMSF
2 mM, o-phenantroline 2mM, pepstantina A 10 ¡ag/ml)]. Esta muestra fue tratada, como se
ha descrito anteriormente, para obtener la fracción de los microtúbulos citoplasmáticos. Se
añadió Cat en una concentración final de 5 mM, para incrementar la despolimerización
de estos microtúbulos estables al frío, realizando~una incubación en hielo durante 30 mm.
Posteriormente se centrifugó el extracto a 37.000. g para eliminar todos los microtúbulos
no despolimerizados. El sedimento resultante fue analizado en SDS-page. Se incubó el
sobrenadante con GTP 1 mM y EGTA 5 mM tanto a St como ‘a 20
0C. Por último, se
recuperaron los microtúbulos por centrifugación ‘a 37.000 g durante 30 mm, y sedimento
y sobrenadante fueron analizados mediante eletroforesis y, ulteriormente, western-blot.
2.9. TRATAMIENTO CON FOSFATASA
Muestras - de microtúbulos citoplasmáticos se trataron con’ 200 u/ml de fosfatasa
alcalina (Sigma), durante 20 mm a 300C. Para realizar el tratamiento de la fosfatasa a pH
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8, se añadió NaOH 30 mM a la muestra que se encontraba en tampón PHEM (pH 6,9).
Después de la reacción, las muestras fueron preparadas para ser analizadas mediante
electroforesis y, ulteriormente, western-blot.
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1. ORGANIZACIÓN DEL CITOESQUELETO MICROTUBULAR DE E.focardii
Euplotes focardii presenta, como es característico de los! ciliados, un complejo
sistema citoesquelético microtubular, constituido por una serie de redes superficiales y
profundas. También se distingue por un complejo patrón cortical de ‘estructuras ciliares, que
exhibe una organización diferente en uno y otro lado de la célula, como corresponde al
grupo de los hipotricos.
1.1. REDES SUPERFICIALES
1.1.1. Lado dorsal
Aparecen, en esta especie, dos tipos de redes microtubular~s superficiales: a) una
red longitudinal subcortical, situada por debajo del epiplasma, y constituida por tríadas de
microtúbulos irregularmente espaciadas; está interrumpida a nivel de las cinetias dorsales
(figs. 5 y 6); b) una red transversal localizada bajo la anterior y formada asimismo por
haces microtubulares (fig. 7).
1.1.2. Lado ventral
Muestra el mismo tipo de redes microtubulares longitudinal y transversalque el lado
dorsal (fig. 8). La red longitudinal está compuesta, en este caso, por microtúbulos aislados
en su mayoría paralelos al eje longitudinal celular (fig. 9); en ocasiones, cerca del aparato
oral o en los poíos anterior y posterior de la célula los microtúbulos se curvan hacia la
derecha o hacia la izquierda. Además, en el área situada entre~ los cirros caudales y
transversos, la orientación de los microtúbulos que forman la red ‘longitudinal es oblicua
al eje principal de la célula (fig. 8).
Las crestas ventrales situadas entre los cirros transversos se encuentran reforzadas
por tríadas de microtúbulos (fig. 9).
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1.2. CILIACIÓN, INFRACILIACIÓN SOMÁTICA Y SISTEMAS
MICROTUBULARES ASOCIADOS
1.2.1. Lado dorsal
Las cinetias dorsales están constituidas, como en otras especies de hipotricos, por
hileras longitudinales de cilios cortos denominados indistantemex~te “cerdas dorsales’t o
“cilios sensoriales”. Cada cerda dorsal emerge de una pequeña depresión en la superficie
celular y presenta en su base un par de cinetosomas (fig. 10). Del cinetosoma anterior parte
un cilio corto cuyo axonema muestra la disposición microtubular típica; entre el axonema
y la membrana del cilio se encuentran localizados varios lasiosomas (fig. 11). El
cinetosoma posterior no es ciliado (fig. 12). Rodeando la depresión se encuentran unas
estructuras vacuolares denominadas ámpulas que contienen frecñentemente estructuras
membranosas (fig. 11). Las fibras transversas se encuentran asociadas únicamente al
cinetosoma anterior (fig. 12).
1.2.2. Lado ventral: cirros
La ciliación somática, en el lado ventral, está formada por grupos de cilios con
forma de pincel, los cirros, implicados en la locomoción celular.
* Cirros transversos
Se sitúan en el poío posterior de la célula, y adquieren un ~ran desarrollo.
Los elementos citoesqueléticos más desarrollados asociados a la infraciliación
ventral de E.focardii son las fibras anales (fig. 8). Se trata de haces inicrotubulares gruesos
que parten de un material denso situado en la base de cada cirro transverso y que
convergen en el poío anterior de la célula. Los microtúbulos de cadá fibra anal están unidos
entre sí por medio de finas microfibrillas (fig. 13).
Otros elementos microtubulares se originan en los márgenes izquierdo y derecho de
cada cirro, siendo más gruesos los haces del lado izquierdo (fig. 8). Por último, observamos
grupos de microtúbulos postciliares asociados a la última fila de cinetosomas de cada cirro
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(fig. 14), adquiriendo estos elementos citoesqueléticos un mayor desarrollo en células en
división.
* Cirros frontoventrales
Cada cirro frontoventral (localizado en la parte anterior y media de la célula)
presenta varios haces microtubulares asociados. Estos grupos de microtúbulos forman los
denominados haces posterior derecho, anterior derecho y posterior izquierdo, dependiendo
de su orientación en la célula. El desarrollo de cada uno de estos haces es diferente según
el cirro frontoventral del que se trate (fig. 8).
Como ocurría con los cirros transversos, también se observan microtúbulos
postciliares, si bien en este caso asociados a los cinetosomas que se localizan más a la
derecha (fig. 15).
* Cirros marginales y caudales
Los cirros marginales son dos o tres cirros situados en el ffiargen izquierdo de la
célula. Se observan largos haces microtubulares asociados con cada cirro marginal por su
lado izquierdo. Estos haces se dirigen hacia la parte anterior izquierda de la célula. Del
resto de los lados de cada cirro, emergen grupos de microtúbulos más cortos (fig. 8).
Los cirros caudales, situados en el extremo posterior del ciliado, presentan
microtúbulos muy cortos en todo su contorno (fig. 8).
1.3. CITOESQUELETO ORAL
La ciliación oral está constituida por una zona adoral de membranelas (ZAM) que
se situa en el borde izquierdo de la cavidad oral y por una membrana paroral en el lado
derecho.
Bajo la zona adoral de membranelas (ZAM) se extiende una red microtubular muy
densa. Esta red está compuesta por microtúbulos aislados que se originan a partir de los
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cinetosomas; algunos de ellos conectan las paramembranelas entre sí; otros, se distribuyen
oblicuamente por debajo de las mismas (fig. 16).
Las fibras postciliares (que emergen de la fila más posterior de cinetosomas de cada
paramembranela) y las transversas (grupo de microtúbulos que parien de las dos filas más
anteriores de cada paramembranela, fig. 17) contribuyen al anclaje de las paramembranelas.
Los haces microtubulares formados a partir de las fibras transversas constituyen el soporte
citoesquelético de las crestas peliculares localizadas entre las paramembranelas (fig. 18).
Finalmente, la fibra postoral, que se origina en el extremo posterior de la cavidad bucal,
se forma a partir de haces microtubulares que parten de las bases de los cinetosomas de las
filas más posteriores de paramembranelas (figs. 19 y 20).
Por lo que respecta al complejo paroral, del lado derecho de esta estructura emergen
fibras microtubulares muy cortas. Dadasu localización, podrían ideritificarse, posiblemente.
como fibras postciliares (figs. 19 y 21).
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fig. 5— Red longitudinal
dorsal de E. focardij.
anticuerpo antí g tubulina
superficial de naturaleza ruicrotubular en
Inmunofluorescencia indirecta realizada
de Sigma. La barra representa 10 >1w.
fig. 6— Detalle de las tríadas de microtúbulos que constituyen
longitudinal superficial en células permeabilizadas con Triton x-íoo.
barra representa 0,25 gm.
lado
con el
la red
TEM. La
fig. 7— corte oblicuo de una célula permeabilizada con Triton X-i00 en la que
se observan los haces microtubulares de la red transversal superficial. La
barra representa 0,25 pn~.
fig. 8— Organización del citoesqueleto microtubular en el lado v~ntra¿ oc una
célula de E. focaráii. mnmunofluorescencia indirecta realizada con
anticuerpo anti g tubulina de Sigma. La barra representa 10 pn. ¡
fig. 9— Sección transversal a nivel de la película en el lado ventral de una
célula permeabilizada. En esta zona la red longitudinal superficial esr4
formada por microtúbulos individuales y reforzada en las crestas pelicularos
por tríadas de raicrotúbulos. La barra representa 1 ~im.
fig. 10— Microfotografía electrónica de barrido de la superficie
E. tocaráii. La flecha señala las cerdas constituyentes de las
dorsales. La barra representa 10 >1w.
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Mg. 11— Ultraestructura de las cerdas dorsales en E. focarclii. Am: ámpulas. uL: lasiosomas. La barra representa 0,25 pn.
Mg. 12— cin4tida dorsal en una célula permeabilizada. Sólo el cinetosoma
anterior está ciliado. T: fibra transversa. La barra representa 0,5 ~n. u
Mg. 13— Sección longitudinal de un cirro transverso. En la parto 1rrzrm~
de cada cinetosoma se aprecia la organización de las fibras anales. La barra
representa 0,5 im. u
Mg. 14— Microtúbulos postciliares asociados a los cirros transversos. La
barra representa 1 ~im. u
Mg. 15— Sección transversal de un cirro frontoventral. Se •muestra l:s
microtúbulos postoiliares asociados a la fila localizada más a la derecha de
cinetosomas. La barra representa 1 Sm. 3
Mg. 16— Red microtubular localizada por debajo de la zona aticral de
membranelas (ZAN) en la zona oral de E. focardil. La barra representa 1 r. u
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fig. 17— Detalle de las fibras postciliares asociadas a los cinetosomas de
las paramembranelas. La barra representa 0,5 pm. u
fig. 18— Detalle de las crestas orales situadas entre las paramembranelas,
reforzadas por fibras transversas. La barra representa 0,5 >1w.
fig. 19— Fibra postoral <fp> . Inmunofluorescencia indirecta realizada con el
anticuerpo anti 3 tubulina de Sigma. La barra representa 1 >1ra.
fig. 20— Detalle al TEM de la fibra postoral (~) . La barra representa 2 >1w. u
fig. 21— Sección transversal del complejo paroral. La barra representa 0,5 Epra.
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como control (fig. 23). Las imágenes obtenidas por inmunofluorescencia indirecta
mostraron el patrón microtubular típico de esta especie (fig. 24) y descrito de manera
detallada en estudios anteriores (Valbonesi y Luporini, 1990; Serrano et al., 1992: Arregui
et al., 1994).
2.1.2. Reactividad de los anticuerpos dirigidos contra las secuencias de la a tubulina
Respecto de los anticuerpos anti a tubulina, desglosaremos bis resultados en función
de la secuencia contra la que van dirigidos:
a(l-13): De los anticuerpos ensayados contra esta secuencia sólo el anticuerpo
monoclonal P2C1O reconoció la tubulina de E. focardii, además de otras proteínas presentes
en los extractos celulares de este ciliado (fig. 25(a)); sin embargo, los experimentos de
inmunofluorescencia indirecta no proporcionaron una tinción específica de los sistemas
microtubulares de esta especie (fig. 26(a)).
a(155-168): Mientras que los anticuerpos P6B1l yP3B7 reaccionaron positivamente
con los microtúbulos del ciliado una vez fijado, mostrando una imagen similar a la obtenida
con los anticuerpos anti ¡3 tubulina; los anticuerpos P12B2 y P6B5 presentaron una débil
reacción con la proteína en ambos tipos de ensayo (figs. 25(b) y 26(b)).
ct(214-226): Los resultados del inmunoblot evidenciaron el reconocimiento de la a
tubulina de E. focardii (fig. 25(c)), además de reactividad con otras proteínas del extracto.
Mientras que con el anticuerpo PlF5 obtuvimos resultados negativos en los experimentos
de inmunofluorescencia indirecta, el anticuerpo P3D1O mostró una tinción específica de los
cilios de cirros y membranelas en la cara ventral del ciliado (fig. 26(c)).
a(430-443): De los dos anticuerpos ensayados contra esta secuencia sólo el
etiquetado como Pl2E1 1 decoró las redes microtubulares de E. focardii y reconoció la
tubulina del ciliado en los inmunoblot realizados (figs. 25(d) y 26(d)).
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2. CARACTERIZACIÓN DE LA TUBULINA DEL CILIADO ANTÁRTICO
2.1. REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A
PÉPTIDOS SINTÉTICOS DE a Y BTUBULINA
Los anticuerpos frente a oligopéptidos sintéticos de a y ¡3 tubulina porcina utilizados
en este estudio se corresponden con regiones de la proteína evolutivamente conservadas y
con un posible papel funcional en la formación de los microtúbulos (veáse “Discusión”).
.9’
Para especificar la localización del epítopo reconocido por estos anticuerpos,
representamos en un diagrama (fig. 22) las poÉiciones de estos p¿ptidos dentro de la
secuencia de cada subunidad.
fig. 22- Diagrama representativo especificando los epftopos reconocidos por los
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La reactividad de los anticuerpos antisecuencia frente a la tubulina del ciliado
antártico fue ensayada tanto en células completas (inmunofluorescencia indirecta) como
frente a extractos celulares (westernblot).
2.1.1. Reactividad de los anticuerpos dirigidos contra las secuencias de la II tubulina
Los anticuerposensayados reaccionaron específicamente con la banda de LI tubulina
obtenida de un extracto de E. focardil, así corno con la de la tubulina bovina utilizada
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fig. 23— western blot realizado con anticuerpos dirigidos contr.a secuencias
de la 13 tubulina porcina. Inmunoreconocimiento de la tubulina cetebral bovina
[purificada, <2, 4, 6, 8)1 y de la tubulina de E. ffocardii [en muestras de U
extractos completos del ciliado, <3, 5, 7, 9fl. A, anticuerpo 21454 dirigido
contra la secuencia 13<1-13>; 5, anticuerpo 24D6 dirigido contra la secuencía
13<153-165>; c, anticuerpo 2208 dirigido contra la secuencia 13<241-2%>; 0, 1anticuerpo DM15 dirigido contra la secuencia 3<412-431>. <1> patrón de pesosmole lares.
fig. 24— Inmunofluorescencia indirecta realizada con anticuerpos dirigidos Econtra secuencias de la 13 tubulina porcina. Elementos microtubulares teñidos
por estos anticuerpos en el lado ventral de células permeabilizadas y fijadas
de E. focardii. La barra representa 20 >1w. A, célula incubada con el antituerpo
21454 especfico frente a 13(1-13> en la que se observan los cirros ventrales 1con haces microtubulares asociados a cada uno de ellos y las estructuras
orales: zona adoral de membranelas, membrana paroral y fibra postoral; 5,
célula incubada con el anticuerpo P4D6 específico frente a i3<153-165>, en ella
se distinguen claramente los cilios que forman parte de los cirros y de las
sunerficial; o, célula incubada con el anticuerpo 2203 específico frente a
membranelas orales y algunos de los microtúbulos longitudinales de la red
13<241-256>; D, célula incubada con el anticuerpo DM15 de Amnersham específico
frente a 13<412-431) . Las fotografías obtenidas empleando estos dos últimos uanticuerpos muestran unas imágenes muy similares a las descritas con los
anticuerpos mencionados previamente. E
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1fig. 25— Western blot realizado con anticuerpos dirigidos contra secuenciasde la a tubulina porcina. tnnunoreconocimiento de la tubulina cerebral bovina
Epurificada, <1, 3, 5, 7>] y de la tubulina de E. focardii Een muestras de
extractos completos del ciliado, <2, 4, 6, 8)3. A, anticuerpo P2C10 dirigido 1’contra la secuencia a<1-13>; E, anticuerpo P6B11 dirigido contra la secuenciaa<l55-168>; C, anticuerpo PíES dirigido contra la secuencia a(214-226>; D,
anticuerpo ?12E11 dirigido contra la secuencia a<430-442>. ¡tig. 26— Inmunofluorescencia indirecta realizada con anticuerpos dirigidoscontra secuencias de la a tubulina porcina. La barra representa 20 >1w. A,
tincién inespecífica de la célula incubada con el anticuerpo P2C10 dirigido
contra a<l-l3>; 5, débil reactividad de los sistemas tnicrotúbulares de E.
•1tocardii con el anticuerpo PEBlí dirigido contra la secuencia a<’l55-163>; 2,cilios de cirros y membranelas en células i cubadas con el nticuerpo SODIO
dirigido contra a(214-226>; D, elementos microtubulares teñidos por el
anticuerpo P12E11 dirigido contra a<430-443> en el lado dorsal de una célula
permeabilizada y fijada de E. Éocardii: filas de cilios y cinetosomas. ¡
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2.2. ANÁLISIS COMPARATIVO DE LAS SECUENCIAS AMINOACIDICAS DE
LAS ISOFORMAS DE LA B TUBULINA DE E. focardil
A partir de las secuencias génicas de las cuatro isoformas de la LI tubulina obtenidas
por el equipo de la Dra. Miceli en la Universidad de Camerino (Italia), nos propusimos
localizar las regiones más divergentes de las mismas mediante su alineamiento.
Este análisis puso de relieve que se trata de polipéptidos mayoritariamente
conservados, en los que las sustituciones de aminoácidos se encuentran restringidas, en la
práctica, a los siguientes dominios: 5 1-65, 164-192, 3 12-335, 375-393 y extremo
carboxiterminal.
Como se muestra en la tabla 3, las dos isoformas Btl y 13t2 ‘de E. focardii son muy
parecidas entre si (con un 97,3% de identidad en la secuencia aminoacídica), mientras que
si comparamos estas secuencias aminoacidicas con las de la formas Lit3 y 8t4 este
porcentaje disminuye notablemente. El grado de identidad entre 13t1 y Bt4 se reduce al
83,4%, lo que indica que la ¡3 tubulina en este organismo es marciadamente heterogénea.
De hecho, si se comparan estas cuatro secuencias con las de organismos del mismo género
no adaptados al frío, como Euplotes crassus y E. octocarinatus, los valores de identidad
se sitúan, respectivamente, entre el 94,4% y el 84,1% y entre el 93,7% y el 83,0%.
Tabla 3- Valores porcentuales de identidad de ¡a secuencia protefca de las cuatro ¡soformas de B-tubulina (13t1.
13t2, 1313 y 8t4) comparadas entre ellas y con las de las fi tubulina de E. crassus (Harpa y Sahn, ¡989) y E.
octocarinatus (Liang eL al., 1994).
Porcentaje de similitud
1 2 3 4 5 6
E. focardii 13t1: 1 . 97.3 85.6 83.4 94.4 93.7 1
E. focardii Bt2: 2 . 87.2 84.5 94.6 94.3 2
E. focardii 13t3: 3 . 84.5 86.1 85.1 3
E. focardii Bt4: 4 . 84.1 83.0 4
E. crassus: 5 . 95.9 5
E. octocarinatus: 6 . 6
1 2 3 4 5 6
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2.2.1. Análisis de las regiones más divergentes en la fi tubulina
El análisis minucioso de tres de las cinco regiones con mayor incidencia de
sustituciones (posiciones 164-192, 312-335, 375-393)) no permitió obtener una pauta
significativa de distribución de las mismas.
Las sustituciones especificas de E. focardil que se localizan en la región
aminoterminal de la proteína entre las posiciones 52 y 63 de la secuencia aparecen
agrupadas. En la figura 27 se especifican las sustituciones presentes en esta región. En las
secuencia génicas de Btl, Bt2 y 13t3, dichas sustituciones podrían derivarse de un proceso
de inserción y deleción de un nucleótido que provocaría un cambio en el marco de lectura
de la secuencia génica: se inserta una C en la posición 169 y se elimina una T en la
posición 180, lo que da lugar a un cambio de la secuencia proteica del aminoácido 57 al
60; en particular, en la posición 57, en la que en el resto de lás especies aparece un
aminoácido no cargado, se aprecia una sustitución por un aminoácido básico.
En cuanto a la isoforma Bt4 se observan asimismo sustituciones en el tramo
inmediatamente anterior de la secuencia, entre los aminoácidos 52 ~ 56 inclusive. En este
caso, además de la posición 57 también la posición 56 presenta un aminoácido básico en
sustitución de uno habitualmente no cargado.
fig. 27- Secuencia génica de la E tubulina de E. focaTáil del aminoácido 52 ái 63. Comparacién con las
secuencias de otros ciliados no adaptados al frío. Se resaltan en negrita las sustituciones aniinoacídicas específicas
de la especie antártica.
54 Ala Thr Gly cly Arg Wr Val Pro Arg Ala 6
P. tetraurelia
T.therrncphila - - - - - - - - - -
S. Iemnae - - - - - - - - - -
E. octocarinatus — - - — - — - — — —
E. crassus OCA ACT CGT CGT AGA ‘PAT GTT CCA AGA GCT
Ala Thr aly Arg Lys Ile Cys Pro Arg Ala
E. ffocardii Stl OCA ACT OGA CGO AAG ATA TGT CCA AGA GCT
St2 - - - - - - - - - -
St3 - - - - - - - - - -
St4 S2Zle QluThrLeuLys- - - - - -
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Otra característica de la 13 tubulina de E. focardii es la presencia de varias
sustituciones en el dominio carboxiterminal de la proteína. Esta región está en general
integrada, según se desprende de la comparación de la secuencia de muy diversos
organismos, por un tramo muy conservado seguido de un tramo muy variable que parte en
general del aminoácido 438 (fig. 28).
En el primero de ambos tramos (generalmente muy conservado), en dos de los genes
de la 13 tubulina de E. focardii se aprecian diversas sustituciones aminoacídicas. En el gen
Bt3 hemos identificado 4 sustituciones (Cys 425, Cys 427, His 428 y Tyr 430) y una
inserción (Gly 433) que, en comparación con la secuencias de otros organismos, se revelan
únicas en esta especie. En el gen 13t4 se ha identificado una sola sustitución específica de
E. focardii (Cys 424) y una inserción «Síu 434).
Por último, mencionaremos la sustitución ‘de residuos Glu por residuos Asp en la
región variable del dominio carboxiterminal. Especial atención merece el glutámico de la
posición 439 que, en los cuatro genes, está sustituido por un aspártico. Este es el sitio más
común de la poliglutamilación de la 13 tubulina de todos los organismos, incluidos los
protozoos (Bré et al., 1994). Además, en dos de las isoformas de la 13 tubulina (13t3 y 13t4)
aparecen, en la estructura primaria, sitios potenciales de fosforilación: una serna en
posición 443 en la isoforma Bt3 y una treonina en las posiciones 443 y 445 en la isoforma
13t4.
fig. 28- Secuencia de la regién carboxiterminal de la ¡3 tubulina de E. focardii, alineada con las secuencias de
E. crassu.s (Harpa y labn. 1989), Stylonychia lemnae (Witte etal.. 1995). ParanzeciuM te!raurelia (Dupuis. 1992>,
Tetrahymena pyr¿fonnis (Barabona et aL, 1988). Notoihenia coriiceps neglecta (Detrich y Parker, 1993) y los
isotipos II y III de vertebrado (Sullivan y Cleveland. 1986). En negrita se indican las sustituciones especificas de
E. focardii y subrayados aparecen los sitios potenciales de fosforilacién.
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E. tocardii lAtí EYQQYQDATA EE. .EGEFDD EEEMVV..
13t2 EYQQYQDATA ES. .EGEFDD EEEMDV..
St3 EYQQCQCHTY EEG.EGEPDD EDSEL...
St4 EYQCYQDATA EDEEEEQYDQ EDTDT...
E. crassus EYQQYQDATA ES. .EGEYVE DEDEMDGM
E. octocarina tus EYQQYQDATA ES. .EGEMflE ESCAME..
5. lemnae EYQQYQDATA ED. .SEEMDE EQIdE.
T. pyriformis EYQQYQDATA SE. .SGSFSE ESGEN...
1’. tetraurelia EYQQYQDATA SE. .SGEFSE S.GSQ...
Isotipo II <ratón> SYQQYQDATA SEEGSFSEES OSDEA...
ti. con:ceps SYQQYQDATA SEEGEFSESG .......
Isotipo III (polla) EYQQYQDATA SSEGSMYEDD SSESQGAX
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2.2.2. Predicción de las estructuras secundarias de la ¡3 tubulina de E. focardil
El análisis de las predicciones de estructuras secundarias ‘de la ¡3 tubulina de E.
focardii realizado mediante el método PHDsec (Rost y Sander, 1993; Rost y Sander, 1994)
indica que el contenido porcentual de a-hélice, ¡3-lámina y giros y bucles de cada una de
las cuatro isoformas es el siguiente (Tabla 4):
Tabla 4- Contenido porcentual de elementos de estructura secundaria en cada una dc las isoformas de ¡3 tubulina
de E. focardii.
a-hélice ¡3-lámina Giros y bucles
Bt1 35,1 20,5 44,4
13t2 34,7 22,1 43,2
13t3 35,2 20,1 44,7
¡3t4 36,6 21,1 42,2
Estas predicciones nos muestran unas conformaciones muy similares de
los diferentes isotipos. Las principales diferencias parecen encontrarse a nivel del
dominio carboxiterminal (fig. 29).
fig. 29- Modelo de la estructura secundaria de la región carboxiterminal de los cuatro isotipos de la <3
tubulina de E. focardil predicha a partir del análisis de la secuencia aminoacídica correspondiente.
Iitl-2
400
GEGMDEMEFrEAESNMNDLVSEYQQYQDATAEEEGEFDDEEEMDV
LLLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHH L LLL
8t3
400
EGMDEMEFTEAESNMNDLLSEYQQCQCHTYEEGEGEFDDEDSEL
LLL HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHH HHHLLL
8t4
400
GEGMDEMEQIEAESDMNDLVAEYQCYQDATAEDEEEEQYDQEDTDT
LL HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHH LL
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En este dominio, el método PHDsec predice una mayor potencialidad de
formación de una a hélice en el extremo C-terminal en el caso del gen Lit4 que en el del
Bt3 y, a su vez, en éste que en el de los 13t1-2.
u
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3. FUNCIONALIDAD SELECTIVA DE LOS ISOTIPOS DE fi TUBULINA
EN ESTE CILIADO
3.1. PRODUCCIóN DE ANTICUERPOS MONOESPECÍFICOS
3.1.1. Selección de secuencias inmunogénicas
Para la obtención de anticuerpos policlonales específicos frente a las distintas
isoformas, analizamos los datos obtenidos en el estudio, mediante el método PHacc, de
la accesibilidad al solvente de las regiones más divergentes mencionadas en el apanado
2.2.1.
El análisis de los resultados de accesibilidad nos indicó qué la región del
extremo carboxiterminal constituía el epítopo óptimo para ser usado como inmunógeno,
dado el claro predominio del carácter expuesto de los residuos y sus altos valores de
accesibilidad al solvente, con grados de confianza de las predicciones para cada residuo
muy elevados (fig. 30).
fig. 30- Predicciones de accesibilidad al solvente de los péptidos carboxiterminales de la 13 tubulina de E.
focardii. (AA) secuencia de aminoácidos. (P 3) prediccién de accesibilidad al solvente: oculto (b), expuesto
(e).
st 1-2
AA
ACCESIBILIDAD
3*: P3acc
100: PHD acc
AA
ACCESIBILIDAD
3’: P3acc
10’: PHD aco
AA
ACCESSIBILIDAD
3*: P3acc
10’: PHD aco
SYQQYQDATASESGSFDDESEMDV
ebeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
707767777777777777777779
YQQCQCHTYESGSGSFDDEDSEL
bee eeeeeeeeeeeeeeeeeee
07757777677777777777779
EYQCYQDATAEDSESEQYDQEDTD
ebeeeeeeebeeeeeeeeeeeeeee
7077677760777777777777799
St3
2t4
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De acuerdo con estos criterios se procedió a la síntesis química de cinco
péptidos distintos:
13t1-2 CEEEGEFDDEEEMDV
13t3 CHTYEEGEGEFDDEDSEL
13t4 CEDEEEEQYDQEDTDT
l3t1~2* CGEFDDEEEMDV
13t4* CQYDQEDTDT
La denominación de los péptidos se realizó a partir de la isoforma
correspondiente de la 13 tubulina.
En el caso de los isotipos 13t1 y Bt2, la secuencia elegida era plenamente
coincidente, por lo que no se pudo discriminar entre uno y otro. Se eligieron las dos
secuencias más cortas para optimizar la especificidad de los sueros frente a los isotipos
1-2 y 4, lo que tiene como inconveniente que estos epítopos podrían no provocar una
respuesta inmunológica suficiente.
A cada uno de los péptidos se le adicionó un aminoácido más, una cisteina,
aminoácido que aporta un grupo sulíhidrilo que proporciona un sitio de unión a la
proteína transportadora (en el caso del péptido 13t3, esta cisteina no puede considerarse
adicional, puesto que se halla presente en la propia secuencia aminoacídica codificada
por este gen). Para medir la eficacia en la incorporación de este aminoácido, se recurrió
a un método espectrofotométrico, el método Elíman (1959). Los resultados obtenidos
fueron de un 49%, un 59%, un 23%, un 79% y un 95% de eficacia, respectivamente,
para los isotipos Btl-2, Bt1~2*, Bt3, Bt4 y Bt4*. Como proteínas transportadoras
utilizamos KLH (hemocianina) y BSA (albúmina de suero bovino), habitualmente
empleadas en este tipo de experimentos. La KLH se utilizó con Btl-2, BtI~2*, Bt4 y
Bt4*, usando MBS (m-maleimido-benzoil N-hidroxisuccinimida éster) como agente de
unión al péptido a través de las cisteinas. En el caso del péptido Bt3, nos pareció mas
adecuado usar glutaraldehído y BSA, dado el bajo valor obtenido en la cuantificación de
cisteinas (23%).
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fig. 31- Complejos péptido-proteina transportadora usados como inmunégenos para la producción dc
anticuerpos específicos de los isotipos de la 8 tubulina de E. focardil.
Péptido immunogénico
CEEEGEFDDEEEMDV
Proteína transnortadora Conejos
C4.C5IAtl-2: KLH (MBS)
13t3: CHTYEEGEGEFDDEDSEL BSA (GA) C6.C7
Bt4: CEDEEEEQYDQEDTDT KLH (MBS) CS.C9
13t4*: CQYDQEDTDT KLH (MBS) CíO
Bt1~2*: CGEFDDEEEMDV KLH (MBS) CII
3.2. ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS
La obtención de anticuerpos en el suero de los conejos fue analizada mediante
ELISA. En los ensayos que mostramos, el antígeno utilizado para activar las placas fue
tan sólo el péptido, con el fin de detectar exclusivamente los anticuerpos antipéptido y
no aquellos otros dirigidos contra la proteína transportadora. Se observaron respuestas
positivas para las cinco secuencias peptídicas. La figura 28 muestra las curvas obtenidas
para los diferentes sueros cuando éstos fueron incubados, a las diluciones indicadas, en
placas activadas con 0,1 ~igde péptido en cada pocillo.
fig. 32- ELISA contra péptidos sintéticos de sueros antipéptidos.
coliejo (péptido)
— CS (flht~
—1— ti taj>
—E— CiD (114’)
-44- CII (RitZ.)
100000
fibftorbancia
2
.1,3
1
0,5
o
100 1000 10000
1/dilución
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Según se observa, los sueros presentaron un título antipéptido significativo.
Posteriormente, se ensayó asimismo mediante ELISA la reactividad cruzada de
estos sueros frente a los otros péptidos. En la figura 33 se representan las curvas de
resultados de este experimento. En este punto, y dados los resultados obtenidos con el
suero CíO, desechamos este suero para experimentos posteriores.
La especificidad también se probó mediante ensayos de inhibición en
experimentos de inmunofluorescencia, tal y como ya se ha mencionado en la sección
Materiales y métodos”. En uno de los experimentos, el anticuerpo utilizado se incubó
con un exceso de concentración del péptido, mientras que en otro se utilizó el suero
preinmune. La fluorescencia disminuyó marcadamente en ambos casos (fig. 34).
3.3. CARACTERIZACIÓN DE LOS SUEROS
Los sueros obtenidos se denominaron anti Btl-t2, anti 13t3 y anti 13t4. Analizamos
si la ¡3 tubulina de E. focardii, entre otras proteínas celulares, era reconocida
específicamente por los mismos. Para ello, realizamos electroforesis en geles de
poliacriamida de extractos completos del ciliado seguidos de westem blots con cada uno
de los antisueros.
Asimismo, empleamos células de E.focardii previamente permeabilizadas y
fijadas en experimentos de inmunofluorescencia indirecta para la localización de los
diferentes isotipos en los sistemas microtubulares del ciliado.
3.3.1. Inmunoreconocimiento mediante western blot
* Anti Btl-2 (C41C5 y Cii)
Los sueros de los conejos C4/C5 y Cli producidos frente al isotipo 13t1-2
reaccionaron casi exclusivamente con una banda cuyo peso molecular coincide con la
tubulina de E. focardii (fig. 35). Sólo a diluciones muy bajas de los sueros, se
detectaron algunas bandas más débiles, que podrían corresponder a fragmentos
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fig. 33- Reactividad de los sueros antipépúdos con los distintos péptidos sintt~ticos.
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proteolíticos de la propia tubulina o bien a otras proteínas que comparten el mismo
epitopo.
* Anti ¡*3 (C61C7)
Las curvas del ELISA indican claramente que los sueros C6/C7 reaccionan
específicamente con la secuencia elegida. No obstante, cuando los experimentos de
westernblot fueron realizados en las mismas condiciones que para~ el isotipo anterior
(fig. 35) la especificidad obtenida con este anticuerpo resultó menos concluyente.
Teniendo en cuenta el distinto método seguido para la obtención de los sueros contra el
isotipo Bt3 (véase el apanado 3.1.1.), se probé un procedimiento diferente para la
realización del blot (variando el protocolo de transferencia de proteínas, de modo que se
sustituyeron las membranas de nitrocelulosa por las de PVDF, y empleando además un
sistema de electrotransferencia diferente, véase “Material y métodos”). Con ello se
consiguió reconocer la banda de la tubulina (fig. 37).
* Anti ¡*4 (CS)
Los análisis de inmunoblot con los extractos celulares de E. focardil indican el
reconocimiento por el antisuero Bt4 de la isoforma correspondiente de ¡3 tubulina, si bien
esta banda se sitúa ligeramente por debajo de la correspondiente a las isoformas 1-2
(fig. 35).
Por otra parte, se observó que los sueros C4/C5 y C6/C7 (generados frente a los
isotipos Btl-2 y Bt3, respectivamente) no reconocen ni la tubulina purificada de cerebro
bovino (fig. 35) ni los extractos celulares de otro ciliado, Paramecium sp. (Miceli,
comunicación personal), mientras que el anticuerpo frente a Bt4 se une fuertemente a
ambos.
3.3.2. Localización celular de las isoformas de fi tubulina
* Anti Btl-2
Las microfotografías muestran que los anticuerpos específfros de las secuencias
correspondientes a los isotipos Btl-2 decoran tanto las redes microtubulares superficiales
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presentes en este ciliado como los microtúbulos axonemales de los cilios, los
cinetosomas que sirven de base a los cirros, las fibras denominadas anales que parten de
la base de los cirros transversos, así como las fibras que sirven de anclaje para el resto3 de los cirros, la ZAM y la membrana paroral (fig. 36). Todas estas estructuras son
reconocidas también por el anticuerpo DMlB, tal y como se muestra en la figura 36(t).3 Las imágenes superpuestas de la figura 36(g) muestran la localización comparada de
ambos anticuerpos (en amarillo aparecen las estructuras reconocidas tanto por uno como
por otro). Por otra parte, los mencionados anticuerpos específicos reconocen la banda
correspondiente a la 13 tubulina en todas las fracciones celulares de E. focardii, aunque
más débilmente en la fracción del cortex (fig. 37).
* Anti ¡*3
El anticuerpo anti 8t3 reconoce específicamente los microtdbulos de los cuerpos
basales (fig. 38). Este reconocimiento se hace especialmente evidente (en rojo en la
imagen superpuesta de la figura 38(e)) en aquellas células que fueron fijadas con etanol
(véase “Material y métodos’). El resto de las estructuras (puestas de manifiesto por el
marcaje verde de la fluoresceína en la figura 38(c) no muestran reactividad alguna con
dicho anticuerpo. Este suero reconoce básicamente la fracción celular de cortex (fig.
37), lo cual sugiere que este isotipo de ¡3 tubulina tiene una localización celular
específica en los cuerpos basales.
* Anti ¡*4
La inmunofluorescencia indirecta con este suero muestra un resultado muy
similar al obtenido con el anti Btl-2, aunque los cilios que componen cirros y
membranelas se tiñen con mayor intensidad (fig. 39). Se observa también una débil
reactividad de los cuerpos basales. Además, este anticuerpo parece teñir redes
intracitoplasmáticas (visibles en rojo en la imagen superpuesta de la figura 39(e).
El anti 8t4 reconoce todas las fracciones celulares, aunquela fracción axonemal
de un modo más intenso (fig. 37).
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3.4. EXPERIMENTOS DE ENSAMBLAJE DE LOS MICROTÚBULOS
CITOPLASMATICOS A DISTINTAS TEMPERATURAS
Para determinar si el ensamblaje de un isotipo especifico depende en alguna
medida de la temperatura, realizamos ciclos de despolimerización-repolimerización de
los microtúbulos citoplasmáticos (menos estables que el resto) de;E. focardil tanto a
200C como a st.
Como puede observarse en la figura 46, con el suero anti Btl-2 la reacción es
especialmente evidente en el caso de la muestra obtenida con una temperatura de
polimerización de it. Frente al suero anti 13t4, los microtúbulos citoplasmáticos
mostraron una fuerte reacción cuando se llevó a cabo la repolimerización a 200C,
mientras que no se detectó ninguna señal en la fracción polimerizada a St (fig. 40). El
suero anti 13t3, en cambio, no reconoció ninguna de la muestras ensayadas en este
experimento. Sin embargo, si se obtuvo una reacción positiva cuando este último suero
se ensayó sobre la membrana que contenía el sedimento resultante de la centrifugación
de los extractos celulares tratados con Ca~ (véase “Material y métodos”), donde es de
esperar que se encuentren presentes los microtúbulos más estables, no despolimerizados
ni siquiera en presencia de Cat incluidos los correspondientes a las bases ciliares.
* Detección de microtúbulos fosforilados
Por último, verificamos la reactividad de un anticuerpo anti P treonína. Este
anticuerpo comercial reaccionó con mayor intensidad, al contrario’que el anticuerpo anti
¡3t4, con los microtúbulos citoplasmáticos polimerizados a St (fig. 40).
La falta de reconocimiento por parte del suero anti Bt4 de los microtúbulos
polimerizados a 50C podría deberse a una modificación postraduccional de la secuencia
correspondiente. Además, como ya se ha mencionado, en dicha secuencia existen dos
posibles sitios de fosforilación (Tre). De hecho, la fracción citoplasmática fue
reconocida por el anticuerpo anti Bt4 de forma más intensa en la muestra sometida al
tratamiento de defosforilación, mientras que el control realizado sin fosfatasas mostró
una reacción más débil (fig. 41).
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fig. 34— Imágenes de inmunofluorescencia indirecta en ensayos de inhibición
realizados para probar la especificidad de los sueros dirigidos frente a los uisotipos de la 13 tubulina de E. focardii. La barra representa 20 pra. <A, 0, E>los anticuerpos anti Stl-2 <A>, anti SU <0> y anti it4 <El se incubaron con
un exceso de concentración de péptido Stl-2, 3t3 y i3t4, respectivamente. <B,
D, E> sueros preinmunes de los conejos OS (inmunizado con el páptido Sti-2,
<BM, 07 (inmunizado con e]. péptido Att <DIII y CE ~inmunizado con el péptido
íAt4, <FM. u
u
u
u
u
u
u
u
u

1
1
1
¡
¡
¡
¡
¡
¡
1
tig. 47— Inmunofluorescericia indirecta realizada con el anticuerpo 61151 en 1células permeabilizadas y fijadas de la especie atemperada Euplotés vannus. Labarra representa 20 ¡umn. A, lado dorsal; E, lado ventral.
fig. 48— Inirunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo 2T225 en 1células permeabilizadas y fijadas de E. vannus. La barra representa 20 pm. A,lado dorsal; E, lado ventral.
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tig. 35— Western blot realizado con los sueros obtenidos frente a l’:’s ¡isotipos de la 13 tubulina de E. focardii. A, gel teñido con azul de coomassie:<1> atrón de pesos moleculares, (2> tubulina cerebral b vina purificada, (3>
extracto de cultivo de E. tocardii. Thmunoreconocimiento de la tubulina
cerebral bovina [purificada, (4, 6, 3, 10, 12>] y de la tubulina de E. focardil
[en muestras de extractos completos de cultivos del ciliado, <3, 7, 9, 11, 13>] ¡
con: 3, DM13, anticuerpo empleado como control; c, suero 05 producido frente
al isotipo tAtl-2; D, suero Oíl también producido frente al isotipo StI-2; £,
suero 07 producido frente al isotipo StS; F, suero CO producido frente al
isotipo 13t4. ¡
fig. 36 (A—D)— Sistemas microtubulares de E. Éocardii teñidos con los
anticuerpos específicos de las secuencias correspondientes a los isotipos iltí-
2. Inmunofluorescencia indirecta, microscopio de inmunofluorescencia 1
convencional. La barra representa 20 p.m. u
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fig. 36 (E—O) — Inmunofluorescencia indirecta realizada con los anticuerp s ¡específicos de las secuencias correspondientes a los isotipos Atl-2.Microscopia confocal <fotografías de F. Ballari i> . La barra representa 20 j¿m
<E> el anticuerpo antiisotipo ha sido revelado con un anticuerpo secundar
conjugado con Texas red; (F> el anticuerpo monoclonal DMlB, emplead’; con
control, ha sido revelado con un anticuerpo secundario conjugado cun 1
fluoresceína; <0 imagen obtenida de la superposición de las dos ‘precedentes.
tig. 37— Reactividad en western blot con los sueros obtenidos contra 1 ¡isotipos de la 13 tubulina de E. Éocardii frente a tres fracciones celulares deE. ffocardii: xo <fracción axonemal, cilios>, cortex <fracción cortical> y cyto
<fracción citoplasmática) . Se señala la banda de la 13 tubulina reconocida por
los anticuerpos <fotografía de 5. Pucciarellil. ¡
3
¡
1
u
¡
¡
u

1
¡
¡
¡
¡
¡
¡
1
¡
¡
fig. 38— Resultados de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo ¡especifico del isotipo BU. La barra representa 20 Mm. A,B, imágenes obtenidasde células de E. Éocardii fijadas con paraformaldehído con un microscopio de
inmunofluorescencia convencional; C-E, imágenes obtenidas de células fijadas
con etanol con un microscopio confocal <fotografías de 2. Ballarini> <O> e
anticuerpo antiisotipo ha sido revelado con un anticuerpo secundario conjugad 1
con Texas red; <D> el anticuerpo monoclonal DMlS ha sido revelado con un
anticuerpo secundario conjugado con fluoresceína; <E) imagen obtenida de la
superposición de las dos precedentes. ¡
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fig. 39 (A,B>— Inmunofluorescencia indirecta realizada con e’]. anticuerpo
específico del isotipo Bt4. Microscopio de inmunofluorescencia convencional.
La barra representa 20 gm.
fig. 39 (C—E>— Imágenes obtenidas con un microscopio confocal
mismo procedimiento descrito en las dos figuras anteriores. La barra
40 pm.
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fig. 40— Western blot realizado con anticuerpos específicos de las secuencias
correspondientes a los isotipos 13t1-2 y 13t4, asi como con un’ anticuerpo udirigido contra las treoninas fosforiladas. Inmunoreconocimiento de los
microtúbulos citoplasmáticos de E. focardii inducidos a repolimerizarse a unas
temperaturas de 2000 y 500. u
tig. 41— Western blot realizado con los anticuerpos específicos de las
secuencias correspondientes a los isotipos Sti-2 y 13t4. Inmunorecono’2imiento
de los microtúbulos citoplasmáticos de E. focardii: <O muestra sometida a un
tratamiento de defosforilación; ½) muestra control a la que no se le ha ¡
añadido fosfatasa.
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Resultados
4. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES EN LA TUBULINA DE
E. focardil
Además de la posible fosforilación a que se hace referenciá en el anterior
apartado, se puso de manifiesto la presencia de modificaciones postraduccionales en la
tubulina de E. focardii mediante anticuerpos específicos frente a tubulina acetilada.
tirosilada y poliglutamilada.
Nuestros resultados muestran la existencia de tubulina acetilada y glutamilada en
las células de E. focardii, mientras que no se observó ninguna reactividad en los
extractos de E. focardii usando los anticuerpos frente a tubulina tirosilada (1A2 y
YLl/2) (fig. 42). El anticuerpo dirigido contra la tubulina acetiladá reconoce una única
banda que migra de forma similar a la a tubulina de la muestra dé tubulina cerebral
bovina utilizada como control (fig. 42(b)). En relación con el anticuerpo GT335, cuando
se analizaron los extractos de E. focardil por inmunoblotting se reconoció una banda
gruesa y difusa, siendo imposible distinguir si la reactividad corresponde a la a o a la ¡3
tubulina de Euplores, debido a la comigracién de ambas bandas (fig. 42(c)).
4.1. CELULAS INTERFÁSICAS DE E. focardil
4.1.1. Microtóbulos acetilados
La acetilación se detectó preferentemente en los microtúbulos axonemales, de
manera que los orgánulos compuestos de cilios, como son los cirros locomotores, la
zona adoral de membranelas, el complejo paroral o los cilios de las cinetias dorsales,
resultan fuertemente teñidos en las preparaciones de inmunofluorescencia realizadas con
el anticuerpo (fig. 43). Las fotografías muestran también la decoraéión diferencial a lo
largo de la estructura axonemal y, en particular, la fuerte tinción de la región distal del
axonema ciliar.
También están acetilados los haces microtubulares que parten de la base de cada
uno de los cirros, los microtúbulos asociados al sistema de la vacuóla contráctil (fig.
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43(c)), una red de microtúbulos localizados bajo las membranelas (fig. 43(a)), y algunos
microtúbulos corticales, sobre todo aquellos que constituyen la red transversal (fig.
43(b)). Esta red está localizada bajo la red longitudinal, también ¿onstituida por
microtúbulos, de los cuales sólo una parte están acetilados (fig. 43(d)).
4.1.2. Microtúbulos tirosilados
Usando el anticuerpo 1A2, no fue posible obtener en el inmunoblot una reacción
positiva con los extractos de E. focardii; sin embargo, dicho anticuerpo sí reaccionó con
la tubulina cerebral bovina incubada simultáneamente (fig. 42(a)).’ A pesar de esta falta
de reacción con la tubulina del ciliado en extractos celulares, algúnas estructuras
microtubulares se tiñeron con leste anticuerpo. Con el fin de asegurar una correcta
interpretación de los resultados, y teniendo en cuenta que Olins et al. (1989)
describieron la presencia de tubulina tirosilada en la especie mesófila Euplotes
eurystomus, comprobamos la reactividad de los extractos de E. focardii con otro
anticuerpo anti tubulina tirosilada, YL 1/2. No se observó ningún teconocimiento en los
blots ni en las preparaciones de inmunofluorescencia realizadas, 16 que sugiere que los
microtúbulos de E. focardii no contienen tubulina tirosilada.
4.1.3. Microtábulos glutamilados
Los datos obtenidos a partir de los experimentos de inmunófluorescencia
realizados indican que la glutamilación está también presente en los microtúbulos
axonemales de E. focardil (fig. 44(a,b)). Estos muestran una Unción homogénea, en
contraste con la descripción que se ha hecho de la distribución de la tubulina
glutamilada a lo largo de la estructura axonemal de Paramecium (~ré et al., 1994). Los
cuerpos basales, los sistemas microtubulares asociados a ellos y la, red microtubular
longitudinal superficial también fueron teñidos (fig. 44(a,b)). En relación con esta
última, hay una subpoblación de microtúbulos dentro de esta red cortical que se detecta
exclusivamente con este anticuerpo (fig. 44(c)), y que no resulta téñida ni con los
anticuerpos anti-a tubulina (fig. 44(d)) ni con el anticuerpo 61 lB 11 (fig. 43(d)).
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4.2. DISTRIBUCIÓN DE LOS MICROTUBULOS MODIFICADOS
POSTRADUCCIONALMENTE DURANTE LA DIVISIÓN DE E. focardii
En un estudio previo (Serrano et al., 1992), puede encontrarse una descripción
detallada de la división celular de esta especie antártica. Como hecho común a ambas
modificaciones postraduccionales, la acetilación y la poliglutamilación, observamos que
las estructuras microtubulares acetiladas y glutamiladas descritas para la célula
interfásica de E. focardil permanecen visibles durante todo el proceso de bipartición.
Además, la tubulina glutamilada se observó durante la formación de
determinados elementos microtubulaxvs a lo largo del proceso de división: primordio
oral (fig. 45(a)), primordios cirrales (fig. 45(b)), cinetosomas de las cinetias dorsales en
formación (fig. 45(c)) y algunos haces que constituyen el huso de ‘división (fig. 45(d)).
De igual modo, la red longitudinal de microtúbulos de ambas superficies del ciliado
(dorsal y ventral) permaneció visible durante todo el ciclo celular, como se muestra en
la figura 45(e-h).
En cuanto a la tubulina acetilada, presentó una pauta de distribución muy similar
a la descrita para la tubulina glutamilada, con la excepción de la red longitudinal
superficial, que se tiñó muy débilmente (fig. 46(a,b)), y de aquellos microtúbulos
localizados bajo las membranelas en los que la presencia de tubulina acetilada fue
especialmente evidente (fig. 46(c)).
4.3. COMPARACIÓN DE LAS MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES
DE LA TUBULINA DE E. focardil Y DE E. vannus, UNA ESPECIE
ATEMPERADA
Se realizaron con la especie Euplores vannus los mismos ekperimentos de
inmunofluorescencia llevados a cabo con la especie antártica, usando anticuerpos
dirigidos contra las variaciones postraduccionales de la tubulina. Los datos obtenidos a
partir de estos expenmentos nos permitieron identificar la acetilaci¿n y la glutamilación
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como las variaciones postraduccionales de la tubulina de este ciliado. El anticuerpo anti
tubulina tirosilada dlii, de nuevo, una reacción negativa.
Ambas especies mostraron prácticamente el mismo patrón morfológico
microtubular por lo que respecta a las modificaciones postraduccionales. No obstante, en
relación con la acetilación destacaremos dos diferencias: el hecho de que las cerdas
dorsales de E. focardU parezcan estar tenidas con 61 lB 1 a lo largo de un tramo de
mayor longitud que en el caso de E. vannus, el cual muestra una punta más teñida que
el resto del axonema (fig. 47(a)). Por otra parte, los cinetosomas dorsales son visibles
con este anticuerpo en el espécimen antártico, mientras que no puéden detectarse en la
especie atemperada (fig. 47(a)).
En relación con la glutamilación, la principal diferencia entre ambas especies
radica a nivel cortical: E. focardii parece tener un mayor número de microtúbulos
glutamilados que E. vannus en la red longitudinal. En esta última especie, aunque la red
longitudinal también aparece glutamilada, nunca ha sido detectada de una forma tan
nítida como en la especie antártica (fig. 48).
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tig. 42— Western blot realizado con anticuerpos dirigidos contra 1modificaciones postraduccionales de la tubulina. mnmunoreconocimiento de larubulina cerebral bovina (purificada, (1. 3, 5)) y de la tubulina de E.
focardfi [en muestras de extractos completos del ciliado, <2, 4, 6)3.
anticuerpo 1A2 dirigido contra tubulina tirosilada; E, anticuerpo 611
dirioldo contra tubulina acetilada; 0 anticuerpo 0T225 dirigido contra u
tubulina glutamilada.
fig. 43— Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo 611 udirigido contra tubulina acetilada. La barra representa 20 jim. A, elementosm crotubulares teñidos por ste anticuerpo en el lado ventral de una cólula
permeabilizada y fijada de E. focardii; nótese la decoración diferencial a lo
larco de la estructura axonemal. La flecha señala la red microtubular ulocalizada bajo las membranelas orales; E, cinetias dorsales y red microtubular
superficial transversal; O, rnicrotúbulos asociados al sistema de la vacuola
contráctil; D, subpoblacidn de microtúbulos acetilados de la red microtubular
superficial longitudinal.
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tig. 44— Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo CT235 udirigido contra tubulina glutamilada. La barra representa 20 p.m. A, elementos
microtubulares teñidos por este anticuerpo en el lado ventral de una célula
permeabilizada y fijada de E. focardii. Nótese la tinción homogénea a lo largo
de la estructura axonemal; B, elementos microtubultres en el lado dorsal del
mismo individuo; C,D detalle de la red microtubulár superficial loncii:udinal u
teñida con OTSSE <O) y con el anticuerpo anti a tubulina, DMlA <D) u
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fig. 45 (A—D) — mnmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo
0T225. Distribución ventral de los elementos microtubulares glutamilados Edurante el proceso de división de E. focardiÍ. La barra representa 20 gm. A,la flecha señala el primordio oral; E, primordios cirrales; O, cólula en u
fase más tardía del proceso de división donde además de los primordios cirral
se pueden observar los cinetosomas de las cinetias dorsales en formación; D, umigración de la infraciliación ventral hacia su posición final en las cólulas
hijas. Se observan haces microtubulares probablemente implicados en esta
migración. u
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fig. 45 (E—H>— Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo
0T335. Distribución dorsal de los elementos microtubulares glutamilados durante ¡
el proceso de división de E. tocardii. La barra representa 20 pn. La red
microtubular cortical longitudinal permanece visible durante todo el proceso
de división. u
u
¡
u
1
¡
u
u
u
u

1
¡
¡
¡
u
¡
¡
¡
¡
1
fig. 46— Inmunofluorescencia indirecta realizada con el anticuerpo 61151. La
barra representa 20 M~• A,B, distribución dorsal de loÉ elementos ¡
microtubulares acetilados durante el proceso de división de este ciliado; G,D,
lado ventral de las mismas células. Nótese la densa red microtubular localizada
bajo las membranelas orales.
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Discusión
1. CITOESQUELETO MICROTUBULAR DE Euplotesfocardll
Para el estudio del citoesqueleto microtubular de E. focardii, partimos de una
serie de experiencias previas realizadas con las nuestras originales en las que hablamos
estudiado la estructura general del citoesqueleto en células teñidas con plata, así como
el patrón morfogenético durante el proceso de bipartición (Serrano et aL, 1992).
Para determinar cuáles de los elementos ¿orticales descritos con anterioridad eran
de naturaleza microtubular, se aplicaron técnicas de microscopia electrónica de
transmisión y de inmunofluorescencia. Los resultados demuestran que, en E. focardil,
los microtúbulos constituyen l~s elementos citoesqueléticos principales de la célula. En
líneas generales. el patrón microtubular de E. focardii es similar al descrito para otras
especies mesófilas del mismo género (Grim 1967, 1982; Tuffrau et al. 1968; Ruffolo
1967a, b; Jerka-Dziadosz et al. 1987; Delgado a al. 1988; Fleury 1991a. b), es decir,
presenta una clara diferenciación dorso-ventral con una disposicióñ característica de
ciliados hipotricos. No obstante, hemos observado algunas particularidades en la especie
que a continuación se detallan:
a) En el complejo que constituye cada cetda en las cinetias dorsales de E.
focardii, el cilio que emerge presenta el típico patrón microtubular y varios lasiosomas
asociados a su parte lateral, tal y como ocurre en E. eurystomus (Ruifolo 1976a, b), si
bien en este caso la membrana ciliar no se encuentra replegada del modo que se ha
descrito en la referida especie. Además, en E. focardii tan sólo se observan fibras
transversas asociadas al cinetosoma anterior no ciliado de cada pareja, mientras que en
otras especies del género se describen también microtúbulos postciliares. Por otro lado,
se han identificado estructuras membranosas contenidas en las ámpulas o vacuolas
ciliares de E. focardil que no se hablan observado con anterioridad.
b) La red microtubular superficial es semejante a la de otrós euplótidos. Todos
los autores coinciden en la función de esta red, consistente en el mantenimiento de la
forma celular, pero su origen parece ser distinto en los diferentes grupos de ciliados. En
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algunos de estos organismos, este sistema superficial se origina en los microtúbulos
postciliares (heterotricos) o transversos (colpódidos) asociados a la infraciliación
somática. No obstante, Fleury (1991) sugiere que en Euplotes estos microtúbulos
superficiales podrían generarse lateralmente a partir de otros micratúbulos superficiales..
De acuerdo con esta hipótesis, sustentada también por los resultados de Jerka-Dziadosz
(1988) en E. octocarinatus, en E. focardil los mi¿rotúbulos de la red superficial podrían
originarse a partir de los microtúbulos adicionaks que refuerzan las crestas peliculares
observadas entre los cirros ventrales.
c) La infraciliación somática ventral de E focardil coincide con la observada por
Fleury (1991a) en E. aediculatus. Las diferencias en la localización de las fibras
postciliares en los cirros fronto-ventrales y los euros transversos, atribuidas a la rotación
que sufren estos últimos durante el proceso de bipartición, es coherente con lo
observado en E. aediculatus. Sin embargo, la organización de las fibras anales de E.
focardii no puede calificarse de nematodesmal. Los microtúbulos se hallan unidos entre
sí por finas conexiones, pero su disposición no se corresponde con el modelo hexagonal
típico de los nemadesmos.
d) Dado que la bibliografía sobre el citoesqueleto oral del ~éneroEuplotes es
muy escasa, no disponemos de suficientes términos de comparación para evaluar
nuestras observaciones. Con todo, la red microtubular que se dispone por debajo de la
ZAM es más compleja en este ciliado antártico que la descrita en E. patella (Tuffrau,
1968). Las crestas localizadas entre paramembraiYelas están reforzadas por fibras
transversas asociadas a las dos filas de cinetosom~s situadas más hacia la izquierda, que
además parecen estar más desarrolladas que en otras especies del género. En el lado
derecho de la cavidad oral, las fibras posteiliares son los principales elementos
asociados al complejo paroral. Finalmente, hemoÑ identificado la fibra postoral, que
muestra una conexión con las paramembranelas más posteriores.
Todo ello nos permite conjeturar que las diferencias a nivel de organización
4
citoesquelética que se aprecian en E. focardii, y muy especialmente el desarrollo más
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complejo del area oral, podrían estar relacionadas con la adaptaciÓn a dos factores
limitantes: las bajas temperaturas características del ambiente antártico y las condiciones
nutricionales específicas del mismo. En los cultivos clonales mantenidos en nuestro
laboratorio se ha observado un elevado polimorfismo en función de la disponibilidad de
nutrientes (Arregui e: aL, 1991; Valbonesi e: aL,~1995). En cultivos con un deficiente
aporte de nutrientes, entre el 20 y el 30% de la población celular está constituida por
individuos gigantes, mientras que el resto mantiene unas dimensiones medias. Estas
modificaciones exigen la formación de nuevas estructuras integradas por microtúbulos
citoesqueléticos “adicionales” a los ya descritos. Estos individuos gigantes son además
formas macrostomas cuya condición es reversible, poseen unas dimensiones que casi
triplican las dimensiones nonnales de su especie y son caníbales, ós decir, pueden
ingerir otras células de menores dimensiones de.;u misma especi& Así pues, la forma
macrostoma de E. focardil representa una notable ventaja adaptativa para la
supervivencia de la especie, incapaz de enquistarse durante el invierno antártico. Es su
capacidad de adaptación a los cambios del entorno nutricional la que les permite
asegurar su superviviencia y proliferación aun en las condiciones de nutrición más
extremas.
2. CARACTERISTICAS DE LA TUBULINA DE Euplotes focardii
2.1. LA a Y fi TUBULINA DE ESTE CILIADO ADAPTADO AL FRÍO
CONSERVA EPÍTOPOS DE IMPORTANCIA FUNCIONAL PRESENTES
EN OTRAS ESPECIES TEMPERADAS
Para comprobar la presencia de determinadas secuencias en la a y fi tubulina de
E. focardii, utilizamos un panel de anticuerpos monoclonales dirigidos contra péptidos
de la secuencia de la tubulina cerebral porcina. El criterio utilizado para producir los
anticuerpos fue su posible antigenicidad como zonas hidrofiicas de la superficie de la
proteína. Localizamos estas regiones en el modelo estructural tridimensional de la
tubulina porcina recientemente propuesto por Nogales et al. (1998) a partir de
experimentos de cristalografía electrónica. Para una mayor claridad terminológica,
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El reconocimiento de la a y de la 13 tubulina de E. focardii por parte de estos
anticuerpos demostró que estas secuencias también están conservadas en dicho
organismo.
La comparación de las secuencias frente a las cuales se hablan sintetizado los
anticuerpos con las secuencias proteicas predichas a partir de la secuencia génica de la
tubulina del ciliado (Miceli et aL, 1994; Pucciarelli el aL, 1997) permitió comprobar
que sólo hay ligeras diferencias entre ambas, que en todo caso no’alteran la función de
estas zonas en la formación de los microtúbulos.
2.2. VARIACIONES LOCALES DE LA SECUENCIA PRIMARIA DE LA
TUBULINA DE E. focardii
Detrich el al. (1989) y Williams e: aL (1985) propusieron la hipótesis según la
cual la estabilidad al frío de los microtúbulos de los organismos adaptados a las bajas
temperaturas era debida, principalmente, a las propiedades intrínsecas de la tubulina, en
virtud de su secuencia primaria yio de la presencia de modificacio~ies postraduccionales
particulares.
La secuencia primaria de la a tubulina de E. focardil está ‘muy conservada
(Miceli, comunicación personal) con respecto a la de las especies congenéricas no
adaptadas al frío, y no presenta unas características propias, al contrario de la descrita
por Detrich para los peces antárticos. En estos últimos organismos se ha observado que
la a tubulina presenta un mayor porcentaje de aminoácidos básicos que en el caso de la
tubulinade los organismos de ambientes temperados, lo que se traduce en un menor
número de cargas negativas que parece favorecer la dinámica de polimerización al frío.
En cambio, el análisis de las secuencias completas de la 13 tubulina de E. focardii
demuestra que, en este organismo, la secuencia primaria de esta proteína es, en algunos
casos, muy divergente respecto de otras formas de lA tubulina de especies afmes. Si
consideramos que la tubulina es una proteína muy conservada debido a sus complejas
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Otra característica de la 13 tubulina de E. focardii es la preséncia de sustituciones
en el dominio carboxi terminal de la proteína. Esta región es particularmente importante
en la interacción de los microtúbulos con determinadas proteínas (MAPs o proteínas
motoras) a través de las cuales interaccionan, a su vez, con otros componentes celulares.
La estructura tridimensional predicha por Nogales et aL (1998) para el dominio
carboxi terminal es de dos hélices Hl 1 y H12 separadas por un bucle. Estos elementos
intervienen en la interacción longitudinal entre monómeros. Los últimos residuos
carboxi terminales han sido eliminados del modelo por tratarse de una región
hipervariable de la secuencia donde se localizan la mayor parte de las diferencias entre
isotipos y entre especies, como de hecho ocurre en el caso de los diferentes isotipos de
la ¡3 tubulina de E. focardil.
La predicción de la estructura secundaria de este dominio hipervariable efectuada
por el método PHD (Rost y Sander, 1993; Rost y Sander, 1994) há demostrado que las
variaciones aminoacídicas presentes en los genes BU y 13t4 puedencambiar la
conformación del dominio carboxi terminal. Un cambio estructural, en esta región puede
reducir la flexibilidad del conjunto del dominio, lo que podría determinar un tipo de
interacción distinta con las MAPs, indispensable para la regulación de la dinámica de
los microtúbulos adaptados al frío.
Por último, en la secuencia primaria de dos de las isoformas de la ¡3 tubulina de
E. focardil resulta evidente la presencia de posibles sitios de fosforilación (una
1
modificación no muy frecuente en la tubulina) constituidos por una serma en posición
442 de la 13t3 y dos treoninas en las posiciones 443 y 445 en la 13t4. Estas sustituciones
dan lugar a la formación de una secuencia conseuíso para la fosfouilación por enzimas de
la familia de la caseina-quinasa (Kennelly y Krebs, 1991), como se ha demostrado en el
caso de uno de los isotipos de la 13 tubulina de pbllo (Diaz-Nido er aL, 1990; Rudiger y
Weber, 1993).
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2.3. FUNCIÓN DE LOS ISOTIPOS DE LA BTUBULINA DE E. focardil EN
RELACIÓN CON LA ADAPTACIÓN AL FRIO
En los ciliados en general, aparece un ndmero reducido de genes de tubulina que
codifican proteínas idénticas o muy semejantes entre sí. Además, en este grupo la
presencia de diferentes isotipos parece tener su origen en procesos de duplicación
génica, con lo cual los diversos isotipos son más’ similares dentro de una misma especie
que entre especies. Por el contrario, en vertebrados los diferentes Éenes de a y ¡3
tubulina pueden distribuirse en clases isotípicas comunes de acuerdo con sus funciones
o especificidades en los tejidos.
La evolución de las secuencias de la tubulina en ciliados parece estar guiada por
una tendencia a la uniformización. Esta característica, que aparec&también en amebas
como Naegleria (Lai e: aL, 1988), podría reflejar la necesidad de una cierta
uniformización del pool de tubulina para poder formar estructuras microtubulares tan
estables y extendidas como son los axonemas de los cilios y de lo~ flagelos. Se trata de
una hipótesis propuesta inicialmente por Little (1985) y Silflow (1991) y discutida más
recientemente por Gaertig a aL (1993) y Lai e: =i.(1994).
Por tanto, el ciliado E. focardii constituye una excepción, en la medida en que,
lejos de mostrar esa misma tendencia a la uniformización, presenta cuatro isotipos
diferentes de 13 tubulina. Para abordar esta cuestión de la diversidad de la 13 tubulina en
Ejocardil, utilizamos métodos inmunocitoquimicos.
Cuando se desea obtener anticuerpos frente a determinadas~ regiones de una
proteína, por regla general se recurre a una de estas dos estrategias: o bien se obtienen
anticuerpos monoclonales frente a la proteína para posteriormente ‘mapear sus epítopos,
o bien se procede a la inmunización con péptidos químicamente sintetizados
correspondientes a las secuencias de la proteína. Esta segunda opción es la que elegimos
en nuestro caso. A tal fin, la selección de los péptidos adecuados feviste una
importancia crucial.
93
Discusión
Para la producción de los anticuerpos antiisotipos de la ¡3 tubulina de E. focardii
se realizó previamente un análisis de accesibilidad de los residuos’al solvente que
permitió seleccionar los péptidos más adecuados al efecto. También tuvimos en cuenta
el hecho de que la región carboxiterminal es la región más divergente (que en el caso
de este ciliado contiene además algunas sustituciones aminoacidicas únicas) y está
considerada como una de las regiones de la tubulina más inmunogénicas.
c.
De este modo se seleccionaron y se sintetizaron químicamente cinco péptidos
correspondientes a tres isoformas distintas de la proteína.
Los sueros obtenidos reaccionaron específicamente con las regiones de la
proteína hómologas a los péptidos sintetizados y reconocieron también específicamente
la tubulina y los microtúbulos celulares de E. focardii. ¡
Por las características de secuencia del péptido elegido, se ~sperabaque el suero
anti 13t3 fuese muy especifico de esta especie, ya que incluía algunas de las sustituciones
únicas descritas en este ciliado, mientras que cabía esperar que los sueros anti Btl-2 y
anti 13t4 reaccionaran con una mayor variedad de ¡3 tubulina de otros grupos.
La reactividad del suero C8 (anti 13t4) con la tubulina purificada de cerebro
bovino y con los extractos celulares de Paramecium sugiere la existencia de una región
homóloga conservada en la tubulina de estos orgWnismos. En cambio, el suero C5 (anti
lAtí) no reaccionó con ninguna de estas dos muestras, en contra de lo que cabría esperar
por la similitud entre la región contra la que se dirige y la del isotipo ¡3t4. Una forma de
explicar este comportamiento tal vez sea que, en E. focardii, el isotipo lAtí no se
encuentre modificado postraduccionalmente a nivel de estos quince últimos
aminoácidos, de modo que la secuencia es reconocida sin ningún problema por el
anticuerpo. Si, como sucede en el caso de la tubulina bovina y dela de Paramecium,
este dominio presenta alguna modificación postraduccional (la poliglutamilación ha sido
descrita en ambos casos), es posible que la antigenicidad del epítopo varíe de tal forma
que el anticuerpo no sea ya capaz de reconocerlo. Sin embargo, lá discusión de este
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fenómeno excede de los objetivos perseguidos p~r la presente tesi~.
De los resultados obtenidos en los experimentos de inmunoreconocimiento
llevados a cabo con los anticuerpos específicos ~Ielos tres isotipos de la ¡3 tubulina de
E. focardil, se desprende claramente que los tres se expresan y que forman parte de los
sistemas microtubulares de este organismo.
Los análisis de inmunoblot e inmunofluorescencia evidencian que existe al
menos un isotipo de la 13 tubulina de E. focardil tjue tiene una localización y
posiblemente una función especificas. En efecto, al realizar un inmunoblot el anticuerpo
dirigido contra el isotipo 13t3 reconoce claramente la tubulina de los microtúbulos
presentes en la fracción cortical, que seguramente corresponden a los cuerpos basales
(según se deduce de los resultados obtenidos con la técnica de inmunofluorescencia
indirecta).
Este resultado resulta particularmente interesante sobre todo si se tiene en cuenta
el hecho de que estas estructuras funcionan, en protozoos. como centros organizadores
de microtúbulos (MTOC). Parece lógico que este isotipo participe de algún modo en la
formación de los MTOC y que, por tanto, pueda estar implicado en la nucleación de los
microtúbulos. Esta hipótesis es coherente con el hecho de que tratamientos para la
despolimerización de los microtúbulos como la sonicación o la adición de Ca2+ no
parecen afectar al isotipo 13t3. De hecho, como yA se ha comentado en la sección
“Resultados’, este isotipo únicamente se ha detectado en el sedimento obtenido de la
centrifugación de los microtúbulos despolimerizados, lo que demuestra que forma parte
de estructuras muy estables, como se supone que son los cuerpos basales y en general
los MTOC.
Otros dos hechos apoyan esta hipótesis:
a) Se ha observado decoración con anti ¡3t3 en células en división de E. focardii
en otros dos compartimentos celulares: el micronúcleo y el macronúcleo. En ambos
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casos, esta localización coincide con la distribución de otros MTOC ya conocidos que
intervienen en el desarrollo del huso mitótico micronuclear y de lqs microtúbulos
implicados en la división macronuclear.
b) Los resultados obtenidos en los experimentos realizados~ (con el fin de
esclarecer este aspecto del isotipo 13t3 en el marco de una línea de: investigación
actualmente desarrollada en colaboración con el laboratorio de la Dra. Miceli)
encaminados a analizar la expresión del gen 13~ después de la desciliación celular, un
proceso reversible y que estimula la nucleación de microtúbulos para la reconstrucción
de los cilios. Los northem blot de m-RNA extraídos de las células de E. focardii antes
de la desciliación, a las 4 y a las 25 horas después de la misma pusieron de manifiesto
una expresión diferencial de los genes de la 13 tubulina: la expresión del Bt3 es máxima
a las 4 horas después de la desciliación, cuando se supone que se estimula la nucleación
de los microtubúlos en los MTOC. La expresión del gen Btl-2 aumenta gradualmente
tras la desciliación de las células en las fases previas a la división celular.
Por otro lado, para obtener la decoración con el suero anti 13t3 fue necesario
modificar ligeramente el protocolo inmunocitoqulmico empleado con los sueros frente a
los isotipos Btl-2 y ¡3t4. Es posible que la necesidad de estos ajustes respondiera al
hecho de que la producción de los anticuerpos fue diferente respec$to de las proteínas
transportadoras utilizadas para inmunizar al animal. Sin embargo, es más probable que
se deba a la dificultad de obtener una buena decoración inherente a los MTOC. Así
parece desprenderse de los ajustes que han debido introducir en los protocolos estándar
otros autores para obtener la tinción de estas mismas estructuras con anticuerpos anti y
tubulina en una especie del género Euplo:es como es Euplotes ocrocarina:us (Liang et
aL, 1996).
De hecho, la distribución del isotipo 13t3 detectada por el anticuerpo
antisecuencia es muy similar a la de la y tubulina descrita en E. octocarinatus por
dichos autores, donde se ha observado en los tres mismos compartimentos: el
micronúcleo, el macronúcleo y los cuerpos basales. Incluso el tipo de decoración
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obtenida es muy parecida: en el caso del micronúcleo, estos autores hacen hincapié en
que la 5 tubulina no presenta una mayor concextración en los polos del huso, lo que se
relaciona con la ausencia de un poío ultrastructuralmente diferenciado similar al descrito
en otros organismos. En ambas especies se obtienen también, en ausencia de
microtúbulos detectables en el nucleoplasma, acumulaciones puntuales de tubulina en el
macronúcleo: si bien el macronúcleo de Euplotes se divide amitéticamente, su división
implica necesariamente la participación de microtúbulos que se nuclean dentro de la
envoltura nuclear.
Aunque a título de mera hipótesis, estos ?esultados nos permiten considerar
verosimil que este isotipo esté implicado en la interacción con el MTOC: más
concretamente, podría ser responsable de la interacción de la y tubulina en el extremo
menos del microtúbulo, a partir del cual se inicia la nucleación de los microtúbulos.
Erickson y Stoffer (1996) han sugerido la presencia en este extremo de una ¡3 tubulina
que interacciona en el protofilaniento lateralmente con la y tubulina y verticalmente con
la a tubulina. En E. focardii, esta tubulina podría estar representada por la isoforma 13t3.
El resto de las estructuras microtubulares dc E. focardii sop copolímeros de los
isotipos ¡Atl-2 y 13t4, según los datos que hemos obtenido: el isotipo Btl-2 está presente
en todos los microtúbulos de las distintas fracciones celulares de E. focardii, es decir,
los axonemales, citoplasmáticos y corticales. La forma 13t4 está présente, principalmente,
en los microtúbulos axonemales (la banda correspopdiente a la fracción axo es muy
patente en los experimentos de western blot, y cirros y membranelas resultan
fuertemente teñidos en las imágenes obtenidas mediante inmunofluorescencia).
Por otro lado, los experimentos de despolimerización-repolimerización realizados
mediante la incubación de los extractos celulares a 200(2 y 50(2 coh GTP demostraron
que los microtúbulos de este organismo no sólo ~on capaces de polimerizar a 50C, sino
que la polimerización resulta favorecida a esta tánperatura, al menos en lo que respecta
al isotipo 13t1-2, tal y como demuestra la fuerte reacción de la muestra (sedimento)
obtenida incubando la fracción de los microtúbulos citoplásmicos a 50(2• Esto puede
b.
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tener dos explicaciones: o bien la 13 tubulina de E. focardii es tan divergente con
respecto a la de otros organismos no antárticos que las sustituciones aminoacídicas dan
lugar a una estructura tridimensional diferente que es la que facilita la polimerización a
50(2 o bien es la presencia de determinadas proteínas asociadas a los microtúbulos la
que induce o favorece la polimerización a 50(2•
El resultado obtenido con el suero anti ¡3t4 no fué el esperado en una especie
.1
antártica: en este caso, parece que la polimerización de este isotipo se ve favorecida por
temperaturas más altas, ya que el anticuerpo presenta una reacción más fuerte en el caso
de la muestra obtenida de la polimerización a 200(2. A la vista de estos resultados,
proponemos que al menos unalparte de los microtúbulos citoplasmáticos de E. focardil
contienen el isotipo ¡3t4 modificado postraduccionalmente, que por~ esta razón no puede
ser reconocido por el anticuerpo antisecuencia obtenido al efecto. De hecho, el
tratamiento de los microtúbulos citoplasmáticos de E. focardii cofrfosfatasa alcalina
incrementa la reacción de la muestra con este anticuerpo. Dado que el suero anti 13t4
reconoce específicamente el dominio carboxi terminal de este isotipo, suponemos que la
fosforilación es, al menos, una de las referidas modificaciones posiraduccionales, e
implica a los residuos treonina 443 o treonina 4.45 de este isotipo. ¡
2.4. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LA TUBULINA DE E.
focardll
2.4.1. Poliglutamilación
En organismos antárticos, se ha comprobado (Detrich et aL’, 1993) la existencia
de poliglutamilación en el dominio carboxi terminal de uno de los isotipos de ¡3 tubulina
neuronal del pez Notothenia cooriceps neglecta. La modificación postraduccional causa
un aumento de la carga negativa de esta región. Éste dominio modula la polimerización
de la tubulina in vitro y participa en la unión con diferentes protelpas, aparentemente
gracias a esta carga negativa.
Más en general, la poliglutamilación fue inicialmente descrita en la a tubulina
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(Eddé el al., 1990) y posteriormente en diversos isotipos de ¡A tubulina de vertebrado
(Eddé e: al., 1990; Alexander e: aL,1991; Rudiger e: aL, 1995). También se ha
detectado en la a y la 13 tubulina de ciliados como Paramecium y E. aediculatus (Bré et
aL, 1994), una especie congenérica de E. focardil que se encuentra en hábitats
temperados.
Nuestros experimentos con GT335, anticuerpo que reconoée la tubulina
poliglutamilada, muestran la presencia de esta modificación en la tubulina del ciliado
antártico. Sin embargo, dado que la a y la ¡3 tubulina de E. focardil comigran en el gel
de poliacrilamida, al igual que ocurre en otras especies de Euplo:es (Delgado y Fleury,
1993), la incubación con el anticuerpo reveló una~únicabanda de un peso molecular
aproximado de 50000 **• No nos fue posible determinar qué subuhidad(es) estaba(n)
implicada(s) en la reacción. Sin embargo, cuando analizamos las secuencias del dominio
carboxi terminal de la tubulina de E. focardil observamos que en los cuatro genes de la
13 tubulina el Glu 438, la posición más común de poliglutamilación de la 13 tubulina en
todos los organismos, incluidos los protozoos (Bre et aL, 1994), había sido sustituido
por un aspártico. Por el contrario, la posición de poliglutamilación de la a tubulina
estaba conservada, lo que nos da pie para pensar que, en nuestra especie, la
poliglutamilación tiene lugar en la subunidad a.
Esta conclusión ha resultado recientemente confirmada con una técnica diseñada
para poder separar las dos subunidades de la tubulina de E. focardil, modificando la
metodología clásica de la electroforesis (Laemli, 1970). En concreto se preparó un gel
de poliacrilamida con un tampón con un pH más ácido que el normalmente utilizado
según Laemli. Asimismo, para conseguir una mayor separación entre ambas subunidades
se incubó el extracto citoesquelético con iodoacetamida, un agente alquilante que
reacciona con los residuos laterales de la proteína. Este análisis reveló una a tubulina
con una movilidad electroforética mayor que la de la 13. Al utilizar el anticuerpo GT335
en geles SDS en estas condiciones particulares, reconoció la a tubulina de E. focardil,
pero no la 13 tubulina. Posteriormente, estos mismos autores describieron una
distribución de la poliglutamilación limitada a una sola fracción de la a tubulina
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(constituida por dos de las siete isoformas encontradas) (Pucciarelli e: aL, 1997).
El anticuerpo GT335 también ha sido utilizado con éxito en un estudio que tenía
por objeto localizar, mediante inmunofluorescencia, los microtúbulos que contienen
tubulina poliglutamilada en ciliados (Bre et aL, 1994). Por ello, empleamos este
anticuerpo para analizar si la poliglutamilación está distribuida uniformemente o. por el
contrario, es característica de alguno de los numerosos sistemas microtubulares
presentes en este microorganismo.
Como puede comprobarse, nuestra propuesta de distribución celular de los
microtúbulos poliglutamilados en E. focardii difiere de la formulada en el trabajo de
Pucciarelli et aL (1997>, en particular por lo que respecta a la observación de la red
microtubular superficial omitida por los mencionados autores. Con todo, esta diferencia
parece tener su origen principalmente en las distintas condiciones de fijación y
permeabilización en las que se elaboraron las preparaciones. En función de dichas
condiciones, pueden verse alterados los puntos de unión de los anticuerpos, la
accesibilidad de los mismos o incluso las propias estructuras celulares. Cualquiera de
estas anomalías podría explicar la falta de reactividad, consignada ‘por dichos autores, de
la red microtubular superficial de este ciliado. Por lo demás, esta estructura ha sido
observada tanto en esta especie (Arregui et al., ¿1.994) como en otras especies del mismo
género (Fleury, 1991) con idénticos anticuerpos~ anti a y ¡3 tubuliná a los utilizados por
dichos autores.
Nuestros resultados no sólo confirman la presencia abundante de microtúbulos
poliglutamilados en esta red, sino que además ponen de manifiesto su estabilidad
durante todo el ciclo celular de E. focardii. Este hecho ha sido también observado en
otro hipotrico estudiado con GT335, Paraurosiyla weissei, en el cual la glutamilación de
estos microtúbulos ha sido interpretada como un “marcaje bioquímico asociado a los
mecanismos de transmisión de estructuras” (Bre et aL, 1994).
Se ha probado, asimismo, que la red de microtúbulos citoplasmáticos de E.
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focardii no resulta teñida con el anticuerpo 01335, al contrario de lo que ocurre en el
caso del ciliado Paramecium (Bre et aL, 1994). Así pues, podemos considerar, en
definitiva, que es poco probable que la poliglutamilación juegue papel alguno en la
adaptación al frío de los microtúbulos, ya que en ese caso tal propiedad debería estar
presente en todas las poblaciones microtubulares de esta especie antártica. De hecho,
recientemente se ha sugerido que esta modificación postraduccional puede jugar un
papel importante, semejante al de la poliglicilación, en la movilidad de los flagelos.
favoreciendo la interacción de la región carboxi terminal de la a tubulina y las MAPs
(Gagnon et aL, 1996).
2.4.2. Acetilación
Como la a tubulina de E. focardii presentaba una estructura primaria muy
conservada respecto de otras especies del mismo género no adaptadas al frío,
consideramos que sería interesante analizar otras modificaciones postraduccionales
(acetilación y tirosilación) descritas en esta subunidad, que podría intervenir en la
constitución de los microtúbulos estables al frío gracias, precisamente, a la presencia de
dichas variaciones postraduccionales.
Efectivamente, la acetilación es una modificación postraduécional presente en la
tubulina de E. focardil; es más, muchos de los microtúbulos que en E. focardii están
glutamilados aparecen también acetilados, como sucede con los microtúbulos
axonemales, los microtúbulos originados a partir de los cuerpos basales o los asociados
con el sistema de la vacuola contráctil.
No obstante, en E. focardii existen estructuras microtubulares que están
exclusivamente acetiladas: en particular, las pertenecientes a la red superficial
transversal y una población de microtúbulos localizados bajo las membranelas orales de
este ciliado.
Esta modificación postraduccional se ha relacionado frecuentemente con las
poblaciones de microtúbulos consideradas establts, con un “turn over” bajo y con
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microtúbulos estables al frío (véase la revisión de Wallin y Stromberg, 1995). Sin
embargo, la evidencia experimental indica que esta modificación no puede ser la causa
de la estabilidad, pues es posterior a la estabilización (Bulinslci y Gundersen, 1991).
Experimentos de polimerización in vitro de la tubulina de peces adaptados al frío han
mostrado que los microtúbulos de estos organismos mantienen la ¿apacidad de
polimerización a 40(2 independientemente de la cgntidad de tubulina acetilada que
contengan (Wallin y Stromberg, 1995). En el caso de otro ciliado, Tetrahymena, se ha
demostrado recientemente que, en ausencia de acetilación, todas las poblaciones de
microtúbulos, incluso aquellas estables al frío, permanecen inalteradas (Gaertig e: aL,
1995).
En cuanto a la morfogénesis, nuestro resultados coinciden ¿on los obtenidos en
otros protistas como Paramecium (Bré et aL, 1994) y Trichomonas (Delgado-Viscogliosi
et aL, 1996), de acuerdo con los cuales la acetilación y la glutamilación se producen
poco después del ensamblaje de los microtúbulos.
2.4.3. Tirosilación
La ausencia de reacción de los extractos citoesqueléticos de E. focardil cuando
se usaron los anticuerpos específicos indica que !a a tubulina de E. focardil no está
tirosilada.
La presencia de tubulina tirosilada parece servir de indicador de los microtúbulos
de reciente ensamblaje (Sherwin e: al., 1987). Sin embargo, tampoco hemos podido
detectar ninguna reacción cuando usamos los anticuerpos durante el proceso de división
de este ciliado, lo que sugiere que todos los microtúbulos de E. focardil están
constituidos por a tubulina detirosilada.
La secuencia completa de la a tubulina de este ciliado antártico ha sido obtenida
muy recientemente (Miceli, comunicación personal>, habiéndose confirmado la ausencia
de tirosina carbo?ci terminal. Lo cierto es que la detirosilación de la a tubulina parece
ser un fenómeno general en ciliados, si bien con algunas excepciones, como por
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ejemplo en Te:rahymena. Sin embargo, aunque este aminoácido e~tá presente en este
último género los estudios bioquímicos no han revelado ninguna actividad de la tirosina
ligasa (Preston e: aL, 1979; Raybin y Flavin, 1977). La tirosilación de la a tubulina se
ha descrito también, mediante experimentos de inmunofluorescencia, en una especie de
Euplo:es (Olins et aL, 1989), Euplotes euryston’pws. Por el contrario, estudios de
secuenciación en otras especies del género (Euplo:es octocarinatus, Liang e: aL, 1994)
han demostrado que carecen de este aminoácido terminal. ¡
Por tanto, los resultados obtenidos en este trabajo vienen a’ sustentar las
conclusiones ya alcanzadas por Dupuis y Williams (1996) como un hecho general para
los ciliados: el ciclo Tyr/Gly no tiene un significado fisiológico universal para las
propiedades dinámicas de los microtúbulos (incluidos aquellos estables al frío), o al
menos no participa en la morfogénesis de las estructuras microtubulares altamente
elaboradas que caracterizan a los ciliados**.
2.4.4. Existencia de modificaciones postraduccionales en una especie temperada de
Euplotes (E. vannus)
Los resultados obtenidos de la comparación de las variaciones postraduccionales
presentes en la a tubulina de E. focardii con las de la especie temperada E. vannus,
igualmente analizadas mediante experimentos de inmunofluorescencia, indican la
presencia de acetilación y poliglutamilación con una distribución similar de las
poblaciones microtubulares modificadas, así como la ausencia de tubulina tirosilada en
ambas especies.
Estos datos parecen indicar que la acetilación y la poliglutamilación no están
relacionadas con mecanismos de adaptación al frío de los microtúbulos, estando
seguramente más bien implicadas en el mantenimiento de la estabilidad de estructuras
microtubulares relacionadas en ambas especies (temperada y antártica) con funciones de
importancia vital como son la determinación de lá forma celular, la alimentación, la
locomoción o la regulación osmótica. ¡
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Esto nos lleva a concluir que el citoesqueleto microtubular de E. focardii se ha
adaptado a las condiciones ambientales extremas ~enlas que debe de sobrevivir a través
de otros mecanismos: una vez excluidas las diferencias estructurales en la cadena 13
(véase el apanado 2.1 de esta Sección), dos posibles alternativas son la presencia de
otras modificaciones posttraducionales inusuales y/o desconocidas; o la presencia de
MAPS que aún no han sido estudiadas en esta eSpecie.
s
2.4.5. Fosforilación
Recientemente se ha descrito (Pucciarelli e: aL, 1997) una-modificación
postraduccional inusual en la subunidad 13 de E. focardii: la fosforilación. Para
A
demostrar su existencia, estos autores ensayaron anticuerpos antifosfoserina y
antifosfotreonina sobre extractos celulares complé’tos de E. focardii, evidenciando
e
mediante western blot la banda que anteriormente había sido reconocida por un
anticuerpo anti ¡3 tubulina.
La fosforilación es una modificación postraduccional que ya ha sido descrita en
otros casos en determinadas células: en particular, es típica de pequeñas poblaciones de
microtúbulos estables al frío del cerebro de vertebrados (Diaz-Nidá et al., 1990;
Alexander et aL, 1991) y de la banda marginal del eritrocito de poíío (Rudiger y Weber,
-1991). Además, se ha sugerido la posibilidad de fosforilación en la 13 tubulina del pez
Nororhenia cooriceps neglecta, único organismó antártico, además’ del E. focardii, del
que se conoce la secuencia de la ¡3 tubulina.
Todas estas consideraciones, así como el hecho de que la fosforilación esté
ampliamente distribuida en la 13 tubulina de E. focardii, sugirieron a Pucciarelli a aL
(1997) que esta modificación postraduccional podía tener ~uncierto papel en la
adaptación al frío de los microtúbulos.
Estos autores avanzaron la hipótesis de qúe las isoformas de 13 tubulina que
reconocían los anticuerpos antifosfoserina y antifosfotreonina fueran producto de los
genes ¡3t3 y ¡3t4, ya que en ambos casos existían posiciones potenciales de fosforilación
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en la secuencia primaria de la región carboxi terminal. Sin embargo, tampoco pudieron
excluir la posibilidad de que los productos de los genes 13t1 y 13t2 estuviesen fosforilados
en una posición no localizada en la región carboxi terminal, como sucede por ejemplo
en una pequeña fracción de la tubulina de los cilios de Temahymena (Hirano-Ohinishi y
Watanabe, 1989), en la cual la ¡3 tubulina de este brganismo no presenta ninguna
posición particular de fosforilación en la región carboxi terminal (Gaertig a aL, 1993).
Nuestros resultados nos permiten plantear la posibilidad de dos subpoblaciones
de la tubulina producto del gen 13t4:
4
- Una población de microtúbulos axonemales, no fosforilados, como lo
demuestra la fuerte reacción de los anticuerpos específicos de secuencia obtenidos por
nosotros con la fracción axo en western blot y de cirros y membranelas en experimentos
de inmunofluorescencia. En esta subpoblación la polimerización tiene lugar tanto a 200(2
como a 50(2
- Una población de microtúbulos citoplasmáticos constituida por microtúbulos
fosforilados estables al frío, lo que explicaría la ausencia de la banda correspondiente a
la fracción citoplasmática a 50(2 utilizando nuestros anticuerpos antisecuencia y su
detección empleando anticuerpos antifosfotreonina. A 200(2 estos microtúbulos sí serían
detectados por el mismo anticuerpo pues a dicha temperatura puede tener lugar la
acción de las fosfatasas.
La fosforilación podría determinar un cambio conformacional en la región
carboxi terminal de la 13 tubulina que contribuiría a la estabilidad al frío ya que esta
región es esencial para la regulación de la dinámica de la polimerización (Mandelkow y
Mandellcow, 1994).
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CONCLUSIONES
1. Los sistemas citoesqueléticos microtubulares del ciliado’ antártico E. focardil
presentan una organización semejante a la de especies mesófilas, si bien existe una
mayor complejidad estructural, especialmente en el área orál.
2. Los epítopos de a y ¡A tubulina de importancia funcional para la formación de los
microtúbulos, asi como para la interacción con otras proteínas se conservan en
especies adaptadas al frío.
3. La secuencia primaria de la 13 tubulina de E. focardil es muy divergente con
respecto a otros organismos del mismo género no adaptados al frío. Las
sustituciones específicas de la 13 tubulina de E. focardii se localizan en la región
amino terminal de la proteína entre las posiciones 52 y 63 ¿le la secuencia y en el
dominio carboxi terminal.
4. E. focadil constituye una excepción a la tendencia general en ciliados de
uniformización del pooí de la tubulina ya que presenta cuatro isotipos diferentes de
13 tubulina.
5. Los cuatro isotipos de la 13 tubulina de E. focardii se expresan y forman parte de
los sistemas microtubulares de este organismo. Los microtúbulos de este organismo
estan formados principalmente por los isotipos ¡Atl-2 y Bt4J
6. El isotipo ¡3t3 parece tener una localización y una función ~specfflcas, relacionada
con los centros organizadores de microtúbulos, y probablemente con la gamma
tubulina.
7. La a tubulina de este ciliado es heterogénea debido a la presencia de diferentes
modificaciones postraduccionales: acetilación, detirosilación y poliglutamilación.
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8. La ¡3 tubulina de E. focardii presenta una modificación postraduccional inusual en
esta subunidad: la fosforilación. Esta modificación está presente en el isotipo Bt4
aunque no podemos excluir la posibilidad de que los otros isotipos estén
fosforilados.
9. E. focardii se ha mostrado como un modelo biológico eficaz en la comprensión de
los mecanismos de adaptación al frío de lps sistemas microtubulares.
1’
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